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CONTRIBUIÇÕES PARA O CONHECIMENTO 
DA MICROBIOLOGIA DO SOLO
I
Estudos sobre as bactérias autóctones e amibas 





Circunstancies determinantes do presente trabalho e seu objectivo
Depois de um estágio de aperfeiçoamento no laboratório da Cadeira 
de Microbiologia do Instituto Superior de Agronomia em que foram 
focados os diferentes ramos da Microbiologia Agrícola e particular­
mente da Microbiologia Tecnológica, ramo este que o laboratório vinha 
cultivando, foi julgado necessário pelo seu director, Prof. Luís António 
d’Almeida Goes, que um dos membros da sua equipa de trabalho se 
especializasse em Microbiologia do Solo a fim de alargar o âmbito 
dos estudos do laboratório a este incipiente mas importante ramo da 
Microbiologia.
Circunstâncias várias fizeram que recaísse na pessoa do autor o 
encargo que, embora tudo indicasse seria bastante ingrato, não podia 
nem devia recusar.
No desempenho desta missão, como bolseiro do British Council, 
fizemos um estágio no Departamento de Microbiologia do Solo da 
reputada Estação de Investigação de Rothamsted, sob a direcção do 
Dr. H. G. Thornton. (*)
(*) Dissertação de concurso a um lugar de professor extraordinário do 2.° 
grupo de disciplinas do Instituto Superior de Agronomia.
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Como primeira impressão desta estadia obtivemos a confirmação 
da conclusão a que se havia chegado no laboratório do Instituto Supe­
rior de Agronomia, de que a Microbiologia do Solo é um mundo de 
promessas mas de que, presentemente, se vislumbram apenas escassas 
realidades práticas.
Em cumprimento do plano que se havia prèviamente acertado, de 
facto o mais consentâneo com o fim que se tinha em vista, passaram-se 
primeiramente em revista os diferentes problemas da microbiologia do 
solo ao mesmo tempo que nos familiarizámos com as técnicas necessá­
rias para o seu estudo e com a respectiva bibliografia. Em seguimento 
deste primeiro período de trabalho foi profundado um aspecto mais 
restrito de entre os mais prometedores e que maior interesse poderia 
ter, numa futura colaboração, na realização de trabalhos de interesse 
para o país.
O assunto escolhido foi o estudo das bactérias autóctones sob o 
ponto de vista nutricional cuja importância se realça no capítulo «O es­
tudo das bactérias autóctones pelo método de Lochhead e o seu interesse 
prático».
Como complemento estudámos também as ámibas nas suas rela­
ções para com as bactérias.
No decorrer deste estudo, reconheceu-se que a técnica do Mé­
todo das Placas, empregado como rotina para o estudo qualitativo 
e quantitativo das bactérias, era deficiente porquanto se verificou a 
existência de numerosos factores que influenciavam os resultados e que 
não eram tomados em conta na sua apreciação. Daí surgiu o interesse 
em estudar em detalhe este método tomando em consideração aqueles 
factores e procurando esclarecer a influência de alguns deles; o que 
constituirá a continuação do presente trabalho.
I — Introdução
A) Aspectos gerais do estudo dos microorganismos do solo
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A microbiologia do solo apresenta numerosos aspectos por o seu 
objectivo englobar não só o conhecimento dos microorganismos isola­
damente mas ainda em relação ao seu meio, isto é, o conhecimento das 
suas actividades e funções no solo.
Como nas ciências biológicas, o estudo dos microorganismos é pre­
cedido pelo aspecto ecológico. Este é muito mais extenso que o dos orga­
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nismos macroscópicos por, além de outras razões, os microorganismos 
não serem directamente observáveis, a sua descrição ser principalmente 
de ordem fisiológica dada a sua fraca diferenciação morfológica e por 
serem sensíveis a pequenas variações do seu meio.
Assim, a variação numérica e qualitativa dos microorganismos, na 
rizosfera das plantas superiores, constitui um exemplo frisante deste 
último aspecto pois é diferente de planta para planta e, ainda, ao longo 
do período de crescimento.
Por razões desta ordem, o estudo dos microorganismos. reveste-se 
de grande complexidade apresentando numerosos aspectos que se podem 
agrupar, em linhas gerais, da seguinte forma:
1) Estudo dos microorganismos isoladamente.
2) Estudo das relações dos microorganismos entre si.
3) Estudo dos microorganismos em relação aos outros seres vivos 
do solo.
4) Estudo dos microorganismos em relação ao seu meio físico- 
-químico.
5) Estudo da influência das modificações físicas, químicas e bio­
lógicas do solo sobre os microorganismos.
Com o conhecimento dos quatro prrimeiros aspectos, adquirido 
no estudo de toda a gama de solos naturais e com recurso ao zoólogo, 
botânico, físico e químico, teoricamente o microbiologista passaria, com 
relativa facilidade, ao aspecto da intervenção do homem nos solos natu­
rais que é o objectivo da alínea 5.
As modificações compreendidas neste último aspecto são as resul­
tantes das lavouras, correcção do pH, adubações, queimadas, substitui­
ção da flora espontânea por outras plantas, rotações, etc. O microbio­
logista estudaria o tipo de desequilíbrio e o ajustamento da população 
microbiana às novas condições e até os poderia prever visto, nesta altura 
do seu estudo, conhecer perfeitamente através da ecologia experimental 
e natural, os princípios a que devem obedecer.
0 programa teórico anteriormente delineado que, na sequência e 
disposição dos assuntos, se apresenta logicamente orientado em relação 
ao seu objectivo surge, porém, cheio de dificuldades quando se consi­
dera a sua realização prática. Estas dificuldades são maiores precisa- 
mente na sua parte fundamental: os métodos e técnicas de estudo.
Em virtude da natureza dos microorganismos, o primeiro passo a 
dar para o seu estudo é o seu isolamento em cultura pura. Logo aqui
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os métodos e técnicas deixam muito a desejar, tanto no que diz respeito 
à possibilidade de isolamento de todos os microorganismos do solo, 
como do seu desenvolvimento em massa suficiente para se poderem estu­
dar subsequentemente.
O único método até hoje aplicável ao solo para o isolamento da 
microflora é o das placas. Este método, utilizado para a obtenção de 
culturas puras das diferentes espécies, serve também para a sua enume­
ração. Esta faz-se ou por meios de cultura o menos possível selectivo& 
a fim de abranger o máximo número de espécies e conhecer as suas 
proporções em relação à totalidade desenvolvida, ou por meios selecti- 
vos que nos dão apenas o número de elementos pertencentes a grupos 
de actividades fisiológicas definidas.
Neste segundo caso pode empregar-se também o método das dilui­
ções sucessivas até à extinção da actividade considerada, o qual é igual­
mente aplicável à microfauna.
A contagem pelo método directo, apenas aplicável à amostra diluí­
da, fixada e corada, dá-nos a totalidade das células não distinguindo, 
porém, as vivas das mortas. 0 método directo, não obstante esta imper­
feição, pelos números altíssimos a que conduz em comparação com as 
contagens pelo método das placas, leva-nos a desconfiar sèriamente deste 
último, sempre de contagens 100 a 1.000 vezes inferiores às obtidas 
pelo método directo. Daí a preocupação dos microbiologistas em aper­
feiçoar o método das placas, tanto em relação à composição dos meios 
de cultura, tendo em vista abranger maiores números, como no rigor 
da técnica quantitativa, estudos estes que, pelo desenvolvimento que têm 
tomado, constituem quase um novo aspecto a acrescentar aos cinco men­
cionados, para não dizer um ramo independente da microbiologia.
Ainda dentro do primeiro aspecto considerado no programa, igno­
rando o facto grave de se tomar parte da microflora pelo todo, a maior 
dificuldade — presentemente insolúvel — está em obter um meio de cul­
tura igual ao natural e ao mesmo tempo estéril, ou seja, esterilizar terra 
sem a alterar, visto os resultados do estudo dos microorganismos no» 
meios artificiais do laboratório não garantirem que os mesmos resulta­
dos se continuem a verificar em condições naturais.
Pela mesma razão, somos levados a estudar os microorganismos em 
presença de outros e os aspectos contidos na segunda alínea do progra­
ma — sinergia, estímulo, antibiose e acção depredatória — mesmo reali­
zados apenas entre microorganismos representativos da população geral, 
dariam lugar a um elevadíssimo número de combinações visto estas não 
serem limitadas apenas às de dois microorganismos.
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O aspecto considerado em terceiro lugar, que inclui os organismos 
submicroscópicos até às plantas superiores, é ainda mais extenso e com­
plexo.
Os estudos da quarta alínea, que devem realizar-se em conjunto 
com os anteriores, são efectuados com terra de diferente natureza quí­
mica e física, em relação à temperatura, humidade, pH, arejamento, 
actividade sobre os compostos químicos desde os puros aos de ocorrên­
cia corrente na economia dos solos.
Pelas dificuldades apontadas e pela sua extensão utópica, este esque­
ma teórico é pràticamente irrealizável. Porém, nas suas linhas muito 
gerais, é o seguido pelos microbiologistas do solo — os da ciência pura.
Este grupo reduzido de investigadores encontra-se ainda quase ex­
clusivamente confinado ao estudo das culturas puras, feitas geralmente 
em meios artificiais e menos frequentemente em terra esterilizada. Exis­
tem também estudos em cultura mista (combinação apenas de dois mi- 
croorganismos) entre a microfauna e a microflora (acção depredatória) 
e de elementos da microflora entre si (acção sinérgica, estimulativa e 
antibiótica).
Os métodos de isolamento e contagem, sucessivamente aperfeiçoa­
dos, têm sido aplicados extensivamente à ecologia a fim de obter indi- 
rectamente elementos relativos às actividades dos microorganismos in 
loco dada a dificuldade de reconstituir analiticamente as condições na­
turais, e verificar a validade dos estudos efectuados nas condições arti­
ficiais do laboratório. Assim, existem numerosos estudos sobre a distri­
buição dos microorganismos e a sua variação numérica e qualitativa em 
relação a diversos factores incluindo o da presença das plantas supe­
riores — efeito rizosférico — que, dentro dos aspectos englobados na 
alínea três, é possivelmente o factor de interacção mais importante.
Todos os aspectos do programa têm sido também abordados por 
esta forma, especialmente o dos solos cultivados para o qual instintiva­
mente se tende.
Os investigadores dedicados à microbiologia dos solos agrícolas são 
os mais numerosos e quase todos eles têm em vista, nos seus estudos, 
a aplicação prática. Estes microbiologistas encaram o estudo da micro­
biologia do solo com a planta superior em figura central, interessando- 
-se apenas pelos microorganismos cujas actividades reconhecidamente 
tenham influência quer na alimentação da planta, quer nas condições 
do seu meio físico e biológico.
Em relação à influência na alimentação da planta, tem sido efec- 
tuado grande número de estudos sobre os microorganismos proteolíticos,
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amonificantes, nitrificantes, fixadores de azoto livre, os que atacam os 
polisacaridos, etc. Estes estudos, embora se encontrem ainda na fase das 
culturas puras em meios artificiais e em terra esterilizada, nem por isso 
tém deixado de fornecer elementos importantes sobre as condições de 
decomposição e oxidação de materiais orgânicos e minerais de interesse 
agrícola.
Quanto à influência nas condições do meio físico e biológico, por 
englobar actividades microbianas menos reconhecíveis, excepção feita 
aos patogénicos do solo cujo estudo é do domínio da fitopatologia, os 
trabalhos realizados são em muito menor número.
Tal como nas outras ciências do solo — a física e a química — a 
microbiologia tem também tomado o aspecto da avaliação expedita da 
fertilidade e produtividade. Esta avaliação tem sido feita por métodos 
puramente microbiológicos como as contagens totais (métodos directos 
e culturais) e as contagens parciais de grupos de actividades de reco­
nhecido interesse, ou por métodos bioquímicos que medem a actividade 
destes grupos.
Estes últimos métodos, apesar de serem utilizados muitas vezes 
pelos microbiologistas, não são propriamente métodos da microbiologia, 
pertencem antes a um ramo da química agrícola mtimamente ligado à 
microbiologia do solo e conhecido por metabolismo do solo.
No estudo do metabolismo do solo a amostra de terra é considerada 
como um único organismo vivo capaz de digestão, síntese e oxidação 
dos materiais mais variados; pelo que este estudo é perfeitamente rea­
lizável sem o concurso do microbiologista.
Há ainda a mencionar o método de Winogradsky em que, na amos­
tra de terra amassada com água e incubada, se estuda, pela observação 
directa, o equilíbrio dos grupos morfológicos indicadores. 0 aspecto 
mais interessante deste método reside no facto de, quando se junta um 
material energético hidrocarbonado às «plaques de terre moulée», as 
condições de desenvolvimento do Azotobacter fornecem indicações sobre 
■\ sua riqueza em azoto, fósforo e cálcio.
• ' • ' 4
B) Principais grupos de microorganismos do solo
A fim de que se possa formar uma ideia do conjunto da microflora 
e da microfauna do solo apresentam-se seguidamente, ainda que de uma 
forma muito sumária, os principais grupos de microorganismos. As bacté­
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rias são tratadas com mais detalhe não só pela sua importância como 
pelo interesse que o seu conhecimento tem para a apreciação do pre­
sente trabalho.
1) Bactérias
Nas terras aráveis as bactérias são, de longe, o grupo mais nume­
roso. Pelo método das placas obtêm-se, em solos de boa fertilidade, nú­
meros da ordem das dezenas de milhões por grama e, pelo método 
directo, alguns biliões embora sem distinção entre vivas e mortas. Estes 
números referem-se a solos em relativo repouso bioquímico e aos pri­
meiros centímetros logo abaixo da superfície: as contagens diminuem 
com a profundidade sendo mais altas na proximidade das raízes das 
plantas e durante a decomposição de material orgânico incorporado. 
Variam também notàvelmente com a estação do ano verificando-se flu­
tuações ligeiras de dia para dia e até dentro do mesmo dia.
As contagens mais baixas registam-se nas terras pobres ou muito 
ácidas onde os números são da ordem das centenas ou mesmo das deze­
nas de milhar (métodos culturais).
Tomadas como um todo, as bactérias podem-se considerar um 
grupo completo tanto na sua capacidade de decompor toda e qualquer 
molécula orgânica (excepção feita à lenhina) e de a levar à forma assi­
milável pelas plantas, como pela sua adaptação a todas as condições 
do meio.
As bactérias estão compreendidas nos dois grupos gerais autotró- 
fico e heterotrófico.
O primeiro é representado no solo apenas por elementos 
quimiosintéticos que são os caracterizados por uma assimilação 
exclusivamente inorgânica obtendo a sua energia para síntese da oxida­
ção do amoníaco, enxofre, ácido sulfídrico, etc., pelo que são de capital 
importância para as plantas superiores. Estas bactérias encontram-se 
em número muito reduzido mas a sua importância deriva do facto de 
serem os únicos seres quimiosintéticos do solo.
O segundo grupo, que abrange as restantes bactérias, tem uma ali­
mentação fundamentalmente dependente da matéria orgânica, isto é, 
tanto o carbono absorvido para síntese como a sua fonte de energia são 
necessariamente da forma orgânica.
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Este grupo compreende, além de elementos das ma is variadas acti- 
vidades, numerosos organismos com a possibilidade exclusiva de rea­
lizar transformações importantes. Como exemplo destas temos o ataque 
à celulose em condições anaeróbicas e a fixação do azoto elementar. 
Esta pode ser simbiótica ou não, sendo os fixadores livres representados 
também por elementos anaeróbios e adaptáveis a condições de pH baixo.
Os esporos das bactérias são muito resistentes a condições adversas 
do meio, em especial às altas temperaturas constituindo, neste aspecto, 
uma notável excepção em relação a todos os outros seres vivos. Como 
as espécies de bactérias esporuladas são, na sua maioria, de grande 
capacidade metabólica devem ser as responsáveis pelo incremento na 
amonificação observado nos solos parcialmente esterilizados, incre­
mento este derivado da eliminação da concorrência dos outros microor- 
ganismos e da mobilização do azoto das células mortas.
Em todos os solos existem bactérias autotróficas e heterotróficas 
as quais, além de directamente relacionadas com o ciclo dos elementos 
necessários à manutenção das plantas, são da máxima importância como 
alimento para a maioria dos organismos holozóicos microscópicos. São 
também importantes, pelos seus fixadores de azoto livre, na correcção 
da relação carbono-azoto no solo, quando alta; esta relação, quando 
baixa, é acertada pelos autotróficos fotosintéticos superiores duma forma 
por vezes bem visível.
A forma fundamental e mais prática de considerar a flora bacte- 
riana e os outros microorganismos do solo, é a apresentada por Wino- 
gradsky. Este investigador dividiu os microorganismos do solo em zimo- 
génicos e autóctones.
Os primeiros atacam a matéria orgânica facilmente decomponível 
e evidenciam-se quando esta é incorporada no solo. 0 seu número 
eleva-se notavelmente nesta altura, desaparecendo quase por completo 
quando restam apenas os resíduos mais resistentes da matéria orgânica 
atacada. Voltando a vida do solo a um estado de relativa calma bioquí­
mica a análise encontra uma flora dominante — a autóctone — aparen­
temente inactiva, segundo as provas bioquímicas clássicas, que vai len­
tamente dando cumprimento à lei universal da oxidação completa da 
matéria orgânica.
As bactérias autóctones apresentam-se, nas observações directas, 
como bastonetes curtos ou cocoides; as zimogénicas como bastonetes 
mais ou menos regulares, esporulados ou não, células do tipo Cyto- 
phaga, vibrios, etc.
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Qualquer estudo analítico de microbiologia dos solos aráveis deve 
entrar em consideração com as bactérias não só pela sua grande im­
portância como agentes transformadores, como por serem os primeiros 
na série em que se apoiam as sucessões de seres cada vez maiores.
Foi o estudo do grupo das bactérias autóctones, como já se refe­
riu, que tomámos como objectivo do nosso trabalho por ser uma possível 
constante dos solos em contraste com o zimogénico que é função do 
material incorporado em franca decomposição. Evidentemente que a 
microflora autóctona é também, em parte, função da composição do 
solo, função da sua história passada. Um solo de dominação autóctone 
necessàriamente possuirá elementos zimogénicos não só como ponto de 
partida para os grandes números que se registam, por exemplo, na 
altura das estrumações, como também porque há necessidade de acti- 
vidade zimogénica nas primeiras fases de decomposição dos organismos 
microscópicos que sempre existem no solo, por mais pobre que seja.
2) Actinomicetas
Por actinomicetas designam-se correntemente as Actinomycetales 
superiores dos géneros Streptomyces e Micromonospora. 0 primeiro gé­
nero é aeróbio e constitui a grande maioria; o segundo género é mi- 
croaerofílico e relativamente raro encontrando-se na proporção de 1 a 
2 % em relação ao primeiro.
Estes microorganismos miceliares encontram-se filogenèticamente 
ligados às bactérias pelos géneros Proactinomyces, Mycobacterium e 
Corynebacterium, todos Actinomycetales. Uma grande percentagem da 
microflora autóctone é formada por estas bactérias e por actinomicetas.
Como organismos miceliares conidiais a sua contagem pelos méto­
dos culturais está sujeita a erros visto estes contarem, sem distinção, 
tanto fragmentos de hifa como unidades inactivas (esporos) obtendo-se, 
portanto, uma ideia errada da sua massa activa, se as colónias conta­
das tiverem derivado na sua maioria de esporos.
A riqueza dos solos em actinomicetas e outros microorganismos 
miceliares como os fungos, deveria exprimir-se em massa de micélio, o
10 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
que é possível pela contagem directa acompanhada da medição dos 
fragmentos de hifa. Porém, esta forma de contagem está muito pouco 
generalizada e os números de actinomicetas apresentados na literatura 
referem-se todos a colónias obtidas pelo método das placas.
A percentagem de actinomicetas nas placas de contagem de bacté­
rias (o mesmo meio de cultura serve para os dois grupos) pode ir de 
20 a 40 % da população total podendo passar de 60 %, nas camadas 
profundas do solo.
São geralmente muito abundantes nos solos neutros e ricos em 
matéria orgânica ainda por decompor e menos numerosos em condições 
ácidas e muito húmidas.
Muitas espécies apresentam intensa actividade zimogénica, contu­
do a sua constante abundância no solo indica que devem também fazer 
parte activa da microflora autóctone. Reconhecidamenie autóctones são 
as espécies de Micromonospora que atacam a lenhina.
Os actinomicetas são também considerados de importância na for­
mação dos aglomerados térreos e são conhecidos como produtores de 
antibióticos. Esta propriedade tem sido utilizada na medicina e até, indi- 
rectamente, na própria agricultura (caso de combate à sarna da batata).
3) Fungos
Estes microorganismosmiceliais são menos abundantes que as bacté­
rias apresentando contagens pelos métodos culturais da ordem das de­
zenas ou das centenas de milhar, consoante a riqueza orgânica do solo.
A avaliação da sua abundância está sujeita aos mesmos reparos 
que a dos actinomicetas.
Os fungos são heterotróficos aeróbios, de intensidade e variedade 
de actividades bioquímicas comparáveis às das bactérias, excepção feita 
à fixação do azoto. Se bem que a sua contagem seja inferior, pela grande 
massa das suas unidades (segmentos de hifa) podem representar uma 
actividade 100 a 1.000 vezes maior do que a de igual número de 
bactérias.
As actividades mencionadas em relação aos actinomicetas — anti- 
biose e melhoramento da estrutura dos solos — são exercidas pelos 
fungos em maior grau. A sua importância na decomposição de mater­
nais orgânicos é, em condições aeróbicas, igual ou maior que a das 
bactérias visto, além de morfologicamente mais adaptados à penetra­
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ção dos substractos, serem mais sóbrios no aproveitamento da ener­
gia sintetisando relativamente mais material celular que os outros mi- 
croorganismos; o seu protoplasma é, pela sua composição e massa, 
depois de decomposta, a mais importante contribuição microbiana para 
a reserva húmica do solo.
Os fungos dos solos aráveis são, na sua grande maioria, Deutero- 
micetas e Ficomicetas. Os Basidiomicetas, em menor número nestes 
solos mas abundantes nos florestais, são notáveis no ataque a materiais 
orgânicos resistentes e são os organismos por excelência decompositores 
da lenhina. Estes fungos e os Ficomicetas são os mais generalizados na 
formação das conhecidas micorizas as quais se verificam também nos 
solos aráveis em muitas culturas.
Os fungos, em regra, são de grande adaptabilidade sendo os mi- 
croorganismos dominantes nas terras muito ácidas e nas mantas flores­
tais onde a alimentação micotrófica parece generalizada nas plantas 
superiores.
A adaptabilidade dos fungos reflecte-se na existência de muitas 
espécies depredadoras em relação a protozoários e nemátodos.
4) Algas
São seres fotosintéticos que nas formas inferiores (as únicas no 
solo) derivam para o heterotrofismo quando as condições não favore­
cem o seu modo de vida normal. Isto aplica-se em especial às Ciano- 
fícias, várias das quais são fixadoras do azoto livre, actividade até aqui 
só verificada em condições restritas (arrozais da índia).
A contagem nesta família apresenta dificuldades visto muitas es­
pécies serem capsuladas e formarem zoogleias. Parecem, contudo, abun­
dantes especialmente nos solos húmidos em que formam grandes massas 
de células visíveis a olho nu.
Nas outras famílias, Clorofícias e Diatomáceas, os números osci­
lam, em condições normais, entre o milhar e a centena de milhar, e 
algumas dezenas a poucas centenas, respectivamente.
Em geral as algas apreciam os meios húmidos mas, contràriamente 
ao que se costuma supor, podem manter-se activas quando a secura não 
é grande, reduzindo-se o seu número e passando a formas de resistên­
cia à medida que a secura se for tornando excessiva.
0 heterotrofismo, parece bastante generalizado nas algas que apre­
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sentam, em muitas espécies, maior abundância nas camadas inferio­
res do solo.
Em relação aos outros elementos da microflora as algas apresen­
tam uma maior preferência pelo azoto nítrico podendo contribuir para 
evitar a sua perda. À superfície, como fotosintéticas, valorizam o solo 
sintetizando matéria orgânica suplementar.
5) Protozoários
Estes componentes da microfauna dependem directamente dos 
grupos anteriores, para a sua manutenção, visto serem todos holozoicos, 
à excepção de alguns flagelados.
Nos solos aráveis, as amibas consideram-se como os protozoários 
mais importantes por serem òs depredadores mais activos das bactérias.
As amibas também consomem algas, fungos unicelulares, esporos 
e fragmentos de hifa mas, por sua vez, encontram depredadores em vá­
rios fungos.
Os flagelados, os mais pequenos' e numerosos, também se alimen­
tam de bactérias mas têm menos influência na limitação do seu número.
O número de flagelados pode atingir várias centenas de milhar; 
as amibas geralmente não passam muito dos cinquenta mil.
Os ciliados, à parte as amibas gigantes, são os maiores e os menos 
abundantes oscilando o seu número ordinariamente entre as dezenas e 
as centenas; são os que mais células consomem por unidade de tempo, 
mas só se fazem notar em condições de humidade relativamente alta.
As amibas e flagelados não parecem ser muito afectados pela 
secura nem pelo pH do meio. Tem-se verificado, porém, que são tanto 
mais abundantes quanto mais alto é o teor em matéria orgânica do solo.
As diferentes espécies de protozoários mostram frequentemente 
uma grande selectividade na sua alimentação podendo desempenhar 
uma função importante no condicionamento quanto-qualitativo da mi­
croflora.
A acção depredatória dos protozoários sobre as bactérias tem sido 
também interpretada pelo lado benéfico, efeito esse que resultaria da 
manutenção das bactérias num estado constante de rejuvenescimento e, 
portanto, de máxima actividade. Há indicações experimentais em cul­
turas de Azotobacter duma maior actividade fixadora quando em pre­
sença de protozoários activos.
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6) Mixomicetas
Os plasmódios (Myxomycetae) geralmente de dimensões macros­
cópicas são, em condições laboratoriais, os maiores consumidores de 
células microbianas; porém, parecem limitados às mantas florestais sendo 
pouco frequentes nas terras aráveis. As Acrasiae são relativamente fre­
quentes e indistinguíveis das amibas vulgares, na sua fase vegetativa, 
enquanto que, na fase frutificante, são confundíveis com algumas mu- 
coráceas.
7) Nemátodos
Na escala em direcção ao submicroscópico encontramos este im­
portante grupo de invertebrados cuja massa tem sido calculada nalguns 
solos em 5 g/m" e cuja actividade metabólica medida em oxigénio con­
sumido atinge 1.000 cm3/kg. h, 10 vezes mais que igual massa de mi­
nhocas. Atingem-se aqui as fronteiras do especialista da fauna do solo 
mas mencionamos estes organismos por muitas espécies se alimentarem 
de elementos da microflora e microfauna e por vários fungos depreda- 
dores se utilizarem destes animais para seu alimento.
C) Aspectos da microbiologia do solo aplicada à agricultura
As actividades desenvolvidas pelo microbiologista no campo prá­
tico podem-se repartir por três aspectos:
1. Inoculação do solo com microorganismos úteis;
2. Modificação do meio para o favorecimento da actividade de 
determinados microorganismos;
3. Avaliação da fertilidade e produtividade do solo.
No primeiro aspecto costuma-se incluir a conhecida inoculação das 
sementes das Leguminosas com boas raças de Rhizobium, de frequentes 
resultados concretos pelo que se tem generalizado em vários países.
A inoculação do solo com determinados microorganismos tem tido 
alguns sucessos apenas nos casos em que aqueles faltam ou são em 
numero reduzido, o que está invariavelmente ligado às condições im­
próprias do meio para a sua actividade.
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Em regra o condicionamento do meio por si dá lugar ao restabe­
lecimento da actividade em vista mas, juntamente com a inoculação com 
raças muito eficientes, a recolonização do solo em questão é muito 
acelerada.
Estas inoculações têm sido efectuadas com microorganismos não 
simbióticos fixadores de azoto e os da decomposição da celulose, no 
caso de solos muito ácidos e dos turfosps corrigidos.
O abaixamento do pH do solo pela acção do Th. thiooxidans sobre 
o enxofre tem-se empregado no combate à sarna da batata. Outra ino­
culação de interesse para a fitopatologia é a dos fungos depredadores, 
no caso de doenças causadas por nemátodos.
Há ainda a mencionar o caso recente de aproveitamento de fungos 
de actividade antibiótica contra os patogénios das raízes de plantas que, 
embora se encontre na fase experimental, é já bastante prometedor.
No segundo aspecto, os estudos realizados sobre alguns microor­
ganismos activos na decomposição e oxidação de materiais incorpora­
dos no solo têm revelado as condições para a sua actividade óptima, mas 
aqui o agricultor adiantou-se às conclusões do microbiologista sendo 
de emprego corrente, na prática agrícola, operações como a correcção 
do pH para a melhor decomposição da matéria orgânica.
0 condicionamento do meio é, na realidade, a única forma prá­
tica de afectar as actividades dos microorganismos do solo, dado o equi­
líbrio dinâmico existente entre os elementos do complexo microbioló- 
gico, e é a condição do sucesso das inoculações mesmo no caso do 
Rhizobium.
O futuro do microbiologista prático encontra-se na exploração de 
factores como a correcção do pH, escolha dos adubos orgânicos apro­
priados, proporção dos elementos fertilizantes minerais, e o arejamento 
resultante dos amanhos da terra, factores estes conhecidos de longa data 
mas susceptíveis de, quando empregados criteriosamente em face do 
conhecimento dos microorganismos responsáveis por actividades deter­
minadas, resolver problemas importantes. Por exemplo, no campo do 
melhoramento da estrutura do solo têm sido efectuados vários estudos 
mas falta ainda o conhecimento exacto do jogo dos factores indicados 
para a sua aplicação.
De aplicação prática é o aproveitamento do desenvolvimento de 
microorganismos produtores de antibióticos contra o agente da sarna 
da batata, quando se faz uma incorporação macissa de adubo verde. 
Porém, aqui, o microbiologista apenas deu a explicação do procedimen­
to depois de aplicado.
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No terceiro aspecto, em relação às contagens, nem as totais nem as 
parciais de grupos de actividades importantes, têm estabelecido corre­
lações consistentes com a produtividade dos solos. Estes resultados não 
são de surpreender dada a variedade de factores que intervêm na pro­
dutividade, além de que os métodos de contagem ainda se não encon­
tram suficientemente aperfeiçoados. Por outro lado, o significado duma 
contagem é muito contingente por o número de microorganismos variar 
bastante com as condições de colheita da amostra para análise, estação 
do ano, estado de actividade bioquímica do solo, a planta cultivada 
(presença, natureza e altura do ciclo de crescimento), humidade do 
solo, temperatura, etc.
A apreciação feita pelos métodos do metabolismo do solo, mais em 
conformidade com as condições reais, dá-nos a dinâmica das actividades 
químicas mais importantes e é extremamente prometedora. Não se pode, 
porém, considerar um método pertencente ao microbiologista do solo.
A avaliação dos elementos assimiláveis no solo pelo emprego de 
microorganismos, de reconhecida utilidade na determinação de elemen­
tos mínimos, é derivada da microbiologia geral. Propriamente da mi- 
crobiologia do solo procede apenas o método de Winogradsky, indicador 
grosseiro mas prático, em relação ao azoto, fósforo e cálcio.
Do valor reduzido da maioria das aplicações acima indicadas se 
compreende como o microbiologista do solo, se bem que tenha contri­
buído muito para a explicação de certos fenómenos e a razão de muitos 
procedimentos tem sido, como regra, em relação aos problemas práti­
cos, um expectador interessado mas relativamente passivo, limitando-se 
a registar simplesmente os efeitos benéficos do bom manejo das terras 
sobre a actividade de alguns grupos de microorganismos e os efeitos 
desfavoráveis, no caso contrário.
0 quadro prático, duma forma geral, não é prestigiante para o 
microbiologista e é mesmo desanimador se nos associarmos a Conn no 
seu pessimismo que considera a inoculação das Leguminosas a única 
contribuição da microbiologia do solo afectando a prática agrícola.
Este investigador, revendo os trabalhos realizados, aponta como as 
tentativas de entrar nos aspectos práticos por processos pouco analíticos 
têm antes atrasado o conhecimento dos microorganismos do solo no seu 
conjunto e preconisa que se abandonem esses processos de «cortar por 
atalhos» e se regresse à ciência pura onde, se bem que a longo prazo, 
pela aquisição de melhores conhecimentos se chegará à solução dos 
problemas práticos.
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De facto, como foi apontado na primeira parte desta introdução, 
os microbiologistas interessados nos solos agrícolas têm-se dedicado 
quase exclusivamente aos microorganismos de actividades fàcilmente 
reconhecíveis deixando em segundo plano os outros, os microorganis­
mos autóctones.
Apareceu, porém, recentemente um grupo de microbiologistas — 
Lochhead e sua escola — que, se bem que tenham tomado em consi­
deração apenas as bactérias autóctones, deram uma nova orientação à 
microbiologia do solo, não só em relação à ciência pura como à micro- 
biologia aplicada.
D) O estudo das bactérias autóctones pelo método de Lochhead 
e o seu interesse prático
As bactérias autóctones que, em condições de estabilidade bioquí­
mica do solo, formam a grande maioria da microflora têm sido pràti- 
camente ignoradas até agora, aparentemente pelo simples facto de não 
apresentarem actividades suficientemente características ou intensas 
susceptíveis de apreciação prática no laboratório.
Lochhead abordou o estudo destas bactérias pela classificação nutri­
cional e dividiu-as, segundo o seu grau de heterotrofismo, em grupos 
desde os completamente autónomos em presença da glucose e sais, 
até aos necessitando de amino ácidos e factores de crescimento em 
conjunto.
A observação do comportamento de uma bactéria isolada do solo 
numa série de determinados meios, crescente quanto à complexidade da 
sua composição, ràpidamente a coloca num dos chamados grupos nutri­
cionais.
Ora a proporção de membros de cada um destes grupos tem sido 
correlacionada com o estado de saúde, por assim dizer, do solo; um 
equilíbrio entre grupos correspondendo a um solo biologicamente equi­
librado, um determinado grupo em predomínio sobre os outros indi­
cando um estado patológico, realizado ou em preparação, em relação 
às plantas cultivadas nesse solo. Vários trabalhos recentes têm posto 
em foco as relações entre o estado de equilíbrio da microflora bacte- 
riana autóctone e a sua influência na preparação do campo para a 
actuação dos patogénios do solo, estabelecendo-se uma directriz nova 
em que o microbiologista do solo e o fitopatologista podem e devem 
trabalhar lado a lado.
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Foi este o aspecto, além do seu interesse para a colaboração com 
o patologista, que nos interessou tanto pelo facto de se poder agrupar 
rapidamente qualquer bactéria como pelo significado que o registo quan­
titativo dos grupos pode ter na determinação do estado de equilíbrio de 
um solo ou, dado o efeito rizosférico, duma planta em relação ao mesmo 
solo. A utilidade dos grupos nutricionais poderia estender-se à aprecia­
rão dos efeitos de quaisquer operações sobre o solo tomando-se os 
grupos como ponto de referência não só na medição das variações como 
para determinar o sentido em que o deslocamento do equilíbrio foi 
efectuado. Além disso, dada a influência modificadora da planta culti­
vada sobre a microflora (efeito estimulativo e selectivo da rizosfera), é 
possível que o microbiologista do solo tenha, no futuro, alguma coisa 
a dizer sobre as sucessões de plantas mais convenientes nas rotações.
Porém, o interessante nisto tudo é a possibilidade de, nalguns 
casos, intervir na modificação do equilíbrio biológico, no sentido favo­
rável, por meio da incorporação de hidratos de carbono e, noutros casos, 
por adubações verdes de certas espécies de plantas (1, 2, 3).
A importância prática da classificação nutricional pode ser apre­
ciada pelo relato resumido dos conhecimentos obtidos pela sua aplica­
ção que seguidamente se apresentam:
Os solos mais férteis tendem a apresentar maior número de indi­
víduos dos grupos de requisitos complexos; os mais pobres mostram 
predomínio do grupo nutricional mais simples (4).
0 equilíbrio entre grupos varia com o estado do solo, a estação, 
a natureza da planta cultivada e o seu crescimento, sendo estes dois 
últimos factores os mais importantes (5, 6, 7).
Nos solos doentes o índice de equilíbrio decresce com a intensi­
dade do mal apresentando a rizosfera da planta cultivada um abaixa­
mento ainda mais notável deste índice em relação ao do solo fora da 
influência do raizame. No caso de solos equilibrados, regista-se um 
valor superior para a rizosfera em relação ao solo não rizosférico (3). 
Em qualquer dos casos o solo da rizosfera apresenta sempre maior nú­
mero total de bactérias (dezenas de vezes o do solo não rizosférico) mas 
o seu índice de equilíbrio é diferente: os grupos B e A (ver alíneas 
4 e 5 da secção — Métodos) aparecendo em maior proporção (8).
0 estímulo do grupo A atribui-se à produção de amino-ácidos por 
excreção das raízes e decomposição de segmentos dos mesmos. As bacté­
rias, necessitando de factores de crescimento, não são estimuladas como 
era de esperar (as raízes também excretam vitaminas) por o grupo B
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exercer sobre elas acção antagónica, sucedendo o contrário com o grupo 
A que é estimulado por ele (9).
A razão do incremento do grupo B é desconhecida. Uma das suas 
parcelas, o grupo 3, encontra-se em elevada proporção nos casos de 
doença e, dentre plantas da mesma espécie mas de susceptibilidade dife­
rente à doença, a planta mais susceptível mostra na sua rizosfera uma 
incidência maior desse sub-grupo indesejável e, portanto, um índice de 
equilíbrio mais baixo (10).
À verificação da correlação entre o grupo 3 e o desequilíbrio nos 
seus vários graus até à doença claramente manifesta, seguiram-se os 
estudos por West e Hildebrand (1, 2) dos efeitos das adubaçÕes orgâ­
nicas e em verde no abaixamento da percentagem deste grupo e a im­
portantíssima observação do correspondente desaparecimento da doença.
Nas experiências de adubação verde verificou-se a existência de 
dois factores distintos: o efeito rizosférico da planta empregada e o 
efeito resultante do seu enterramento e consequente decomposição. Nas 
plantas experimentadas, a soja e o trevo, observaram-se efeitos rizosfé- 
ricos respectivamente desfavorável e favorável, porém, após o enterra­
mento deu-se precisamente o inverso. Experiências laboratoriais da de­
composição feitas sobre folhas e caules das plantas, inoculadas com 
terra doente, deram para a soja uma fermentação ácida aromática e 
para o trevo uma fermentação pútrida. As bactérias isoladas destas fer­
mentações corresponderam à expectativa: a soja com alto índice e o 
trevo com índice de baixo valor (alta ocorrência do grupo 3). No res­
tabelecimento de terras doentes, ensaios em pequena escala mostraram 
que a glucose era muito superior à soja.
No estudo da podridão radicular do morangueiro em vários graus 
em que os agentes responsáveis têm sido considerados fungos e nemá- 
todos, as correlações obtidas entre o grau de infecção por estes microor- 
ganismos e o estado das plantas não foram satisfatórias, mas ao entrar 
em conta com o índice de equilíbrio bacteriano obteve-se correlação 
perfeita com o estado da planta (expresso em peso de raizame e as­
pecto). Além disso, em milhares de contagens de fungos e nemátodos 
à superfície das raízes apareciam muitos casos de aspectos necróticos 
sem a presença dos referidos microorganismos mas também sem a obser­
vação inequívoca de bactérias dentro dos tecidos. Isto levou a concluir 
que os agentes primários poderiam não ser os citados parasitas mas 
que estes actuavam num ataque manifesto depois do campo (superfície 
das raízes) se encontrar preparado ou predisposto para a sua acção.
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Experiências com bactérias em que o aspecto analítico tomou a 
íorma do emprego de culturas puras mistas, obtidas de rizosferas de 
plantas doentes e saudáveis, deram, quando inoculadas em porções de 
raiz saudável, respectivamente tecidos moles e descorados passando 
para escuro, e tecidos brancos e consistentes.
Num solo doente, de baixíssimo índice de equilíbrio bacteriano, 
obteve-se uma escala crescente de índices pelos seguintes tratamentos: 
estrume, ad ubações em verde de trevo e de soja e esterilização a vapor. 
Os resultados foram os seguintes:
Tratamei:to Severidade da doença
índice de equilíbrio bacteriano
Rizosfera Solo á parte
Testemunha................................ 11 *-4Õ 10
Trevo............................................ 7 -2 13
Estrume..................................... 3 0 19
Soja............................................. 1 30 32
Esterilização............................ 0 44 35
Um ponto importante a focar é a correlação entre o índice bacte­
riano e a saúde da planta que, noutra experiência semelhante, também 
se exprimiu em rendimento em matéria seca. Esta correlação do índice 
Re equilíbrio bacteriano com a produtividade indica que o equilíbrio 
do meio biológico é um factor a considerar nos estudos do rendimento 
das culturas. É também possível que se venham a apreciar as fases 
intermédias na transição entre a planta altamente vigorosa e a nitida­
mente doente por reconhecível ataque de agentes do solo e assim inter­
vir num aspecto da produtividade não abrangido directamente pelo físico 
€ químico agrícolas nem pelo fitopatologista através dos seus métodos 
próprios.
Se bem que estas experiências tivessem sido limitadas quanto a 
tipos de solo e a doenças de raízes (outra série de resultados semelhan­
tes foi obtida com a sarna da batata (3)) os factos são suficientemente 
eloquentes para justificar as investigações relativas a este campo.
Recentemente registaram-se no nosso país três casos de desapareci­
mento da doença do pús da batateira após o enterramento da cultura 
.atacada. A explicação destes casos parece-nos óbvia à luz dos conheci­
mentos expostos.
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II — Material de estudo e métodos
A) Material de estudo
As amostras de terra sobre que recaíram os estudos apresentados 
neste trabalho tiveram as seguintes origens:
1) Campo experimental de Barnfield
Talhões 8-0, 1-0, e 4-A que designamos respectivamente por Ar 
B e C. As suas características são as seguintes: 0 talhão A não recebe 
adubação de qualquer natureza. O talhão B é estrumado anualmente à 
razão de 14 t/ha. O talhão C é adubado todos os anos com os seguintes 
sais (em quilogramas por hectare): sulfato de amónio, 500; superfos- 
fato de cálcio, 475; sulfato de potássio, 625; sulfato de magnésio, 250; 
cloreto de sódio, 250. Este tratamento dos talhões data de 1843.
Estes talhões são cultivados apenas com nabo forrageiro e as fo­
lhas enterradas nos respectivos terrenos. A cultura contínua do nabo 
foi iniciada em 1874, tendo sido as culturas anteriores o tupinambo, a 
cevada e a beterraba sacarina.
Os rendimentos (média de 1874 a 1940) foram respectivamente 
(toneladas por acre) de cerca de: 3 para o talhão A, 17 para B e 
15 para C.
2) Campo experimental de Broadbalk
Talhões 3, 2 e 7 que designamos igualmente por A, B e C por 
corresponderem aos de Barnfield no respectivo tratamento que difere 
apenas para o talhão C, nas quantidades adicionadas dos seguintes 
sais: sulfato de potássio, 278; sulfato de magnésio, 125; e cloreto de 
sódio, 125.
A planta cultivada exclusivamente é o trigo, continuamente desde 
] 843 até 1925 e com pousio de 5 em 5 anos desde esta última data 
estando para o efeito divididos em 5 faixas.
Os ensaios de fertilização vêm sendo realizados desde 1843.
Os rendimentos obtidos na média de 74 anos, antes da introdução 
do pousio, foram respectivamente (bushels per acre): 12 para o ta­
lhão A, 34 para B e 30 para C.
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O terreno tanto em Barnfield como em Broadbalk pertence à 
íormação denominada «clay with flints» sendo o primeiro mais argiloso 
tendendo para pesado, enquanto o segundo é mais leve e ligeiramente 
arenoso»
Dois motivos influenciaram a escolha, como material de estudo, 
dos talhões referidos de tratamentos seculares tão característicos.
O primeiro porque não tinham sido feitos, até à data, quaisquer 
estudos comparativos da população bacteriana total desses talhões con­
siderados em conjunto.
O segundo por na altura em que se planeou o trabalho se encon­
trar mais acesa a actividade dos apologistas da adubação orgânica 
exclusiva que atacavam vigorosamente a aplicação dos fertilizantes 
artificiais atribuindo-lhes efeitos nocivos afectando não só as plantas 
cultivadas como a população microbiana, que consideram da mais alta 
importância no solo.
As análises efectuadas recaíram sobre 14 séries de amostras colhi­
das em datas diferentes, em cada um dos talhões de Barnfield, tendo 
uma delas incidido também sobre amostras colhidas nos talhões de 
Broadbalk.
B) Métodos
1) Colheita e preparação da amostra
Cada amostra da terra para análise era constituída pelo conjunto 
de seis sondagens feitas ao acaso num quadrado de 10 x 10 m. A sonda 
de amostragem, de 2,5 cm de diâmetro, era introduzida no solo depois 
de afastados com o pé os torrões superficiais, colhendo-se um cilindro 
de terra até 15 cm de profundidade.
À chegada ao laboratório as amostras eram imediatamente passa­
das por um crivo de 3 mm e seguidamente misturadas à mão antes de 
se tirarem as sub-amostras para as diluições.
A humidade determinou-se em sub-amostras de 10 gramas por 
secagem durante 24 horas a 105° C.
A primeira diluição para a contagem de amibas preparou-se pelo 
método corrente no Departamento, isto é, simples agitação manual em 
solução salina (0,8 % NaCl) durante 4 minutos.
As sub-amostras para a análise bacteriana foram também tratadas 
desta forma mas da série número IV em diante passou-se a esmagar a
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terra no diluente para se obter uma suspensão mais homogénea. Esta 
operação efectuou-se esfregando a terra com uma vareta de vidro contra 
as paredes de um tubo de ensaio de três centímetros de diâmetro con­
tendo uma porção de diluente, renovando-se este as vezes necessárias 
até qu^ o resíduo de areia e limo já não turvasse nova adição de lí­
quido. As lavagens que se iam recolhendo num frasco, depois de acer­
tado o volume para obter a diluição desejada (variável conforme os ca­
sos), eram o ponto de partida para as subsequentes diluições para a 
análise.
2) Contagem de amibas
Seguiu-se o método de Cutler (11) modificado por Singh (12) ► 
A diluição inicial faz-se a partir de 10 gramas de terra em 40 c. c. de 
solução salina; desta diluição 1:5, prepara-se uma série diferindo de 
1/2 por passagens sucessivas de 5 c. c. de solução salina até obter a 
diluição 1:81.920.
As 15 diluições obtidas servem para a inoculação de 15 placas 
de gelose simples com 0,5 % de NaCl, cada uma contendo 8 anéis de 
vidro colocados sobre a gelose antes de solidificada. Sobre o meio de 
cultura, no centro de cada anel, espalha-se uma porção de uma cultura 
de Aerobacter sobre a qual se colocam 0,05 c. c. da diluição corres­
pondente à placa. As 15 placas representam assim as diluições 1:100, 
1:200, 1:400, .......  1:1.638.400 a 8 repetições cada.
Esta série é utilizada para determinar o número total de amibas 
(activas e enquistadas).
A contagem dos quistos obtem-se duma forma semelhante a partir 
de outra sub-amostra de 10 gramas submetida prèviamente à acção de 
HC1 a 2 % durante 12-14 horas; passado este período de tratamento 
em que as formas activas são mortas, a solução clorídrica é decantada 
e substituída pelo volume necessário de solução salina para se obter a 
diluição 1:5.
A presença de amibas é assinalada macroscopicamente pelo desa­
parecimento da cultura da bactéria mas faz-se sempre um exame micros­
cópico a todos os anéis, para verificação. As observações são feitas 
após uma semana de incubação a 25° C e repetidas aos 15 dias.
O número provável de amibas na sub-amostra analisada obtem-se 
a partir do número de culturas negativas (sem amibas) dos 120 anéis,
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utilizando uma modificação da tabela VIII-2 de Fisher (13) especial­
mente adaptada ao método de Singh por D. J. Finney (12).
A diferença entre a contagem total e a dos quistos dá-nos o número 
provável de amibas activas.
3) Contagem de bactérias
A contagem efectuou-se pelo método das placas.
A diluição inicial fez-se empregando pesos da sub-amostra e volu­
me do diluente nas seguintes proporções: 3 g: 97 c.c.; 5 g: 95 c.c.; 
10 g: 90 c.c.; 10 g: 240 c.c., a que correspondem respectivamente as 
diluições: 1:33; 1:20; 1:10 e 1:25.
As subsequentes diluições são as indicadas nas respectivas séries 
de análises e foram obtidas da seguinte forma:
Por meio de duas passagens sucessivas de 1 c.c. das diluições 
iniciais obtêm-se as diluições 1:330.000, 1:200.000, 1:100.000 e 
1:250.000; a preparação de diluições diferentes destas, que aparecem 
nalgumas séries de análises, efectuou-se por meio de passagens de 0,5, 
1, 2 ou 3 c.c. para os frascos da 2.a diluição ou da 2.a e 3.a diluições, 
contendo o volume necessário de diluente para completar 100 c.c.
Estas operações efectuaram-se para a obtenção de números seme­
lhantes de colónias nas placas dos 3 talhões e também para que esses 
números não fossem excessivamente elevados ou baixos, visto se preten­
der proceder ao isolamento.
Cada placa recebe 1 c.c. da diluição escolhida misturando-o segui­
damente com cerca de 15 c.c. do meio de cultura gelosado, liquefeito 
e a 42-43° C, por meio de 8 rotações, 4 em cada sentido, e inclinações 
segundo dois diâmetros perpendiculares, 4 para cada. Meia hora depois, 
já bem solificada a gelose, as placas são invertidas e colocadas numa 
estufa a 25° C.
A ordem de trabalho foi a seguinte: pesagem das sub-amostras 
dos três talhões; esmagamento, diluição e formação das placas pri­
meiro para A, depois para B e seguidamente C.
As sub-amostras de B e C conservaram-se em lugar fresco enquanto 
não eram analisadas; fazendo-se novas pesagens antes do seu esmaga­
mento, não se notaram perdas de peso com o tempo de espera.
As duas ou três sub-amostras da mesma amostra eram sucessiva­
mente esmagadas em primeiro lugar visto ser esta fase a mais demo­
rada, fazendo-se depois as diluições pela seguinte ordem: sub-amostra
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1, 2 e 3 e imediatamente colocados nas placas os respectivos c.c. da 
diluição; terminada esta operação juntavam-se-lhes os meios de cultura 
pela mesma ordem. Procedeu-se desta forma para evitar uma perma­
nência demorada das batérias nos rjieios muitos diluídos (frascos das 
diluições altas e última diluição nas placas), preferindo encurtar este 
período e demorar a permanência na diluição de esmagamento, de me­
nores efeitos deletérios.
Esta suposição teórica foi confirmada mais tarde por um ensaio 
realizado apresentado noutro trabalho.
As contagens das placas dentro da mesma série A, B, C fizeram- 
-se sempre com o mesmo período de incubação; porém as placas de séries 
diferentes nem sempre foram contadas com períodos de incubação idên­
ticos visto não se ter pretendido fazer um estudo de variação com a 
estação.
As contagens totais referem-se ao conjunto de bactérias e aclinomi- 
cetas; estes últimos, nalguns casos, foram contados à parte.
Todas as contagens foram feitas a olho nu e sobre fundo escuro 
com iluminação lateral, empregando-se a lupa ou mesmo o microscópio 
para distinguir entre as partículas estranhas e colónias punctiformes, 
nos casos de dúvida; foi sempre utilizado o microscópio na contagem 
de actinomicetas.
Nalgumas análises fez-se mais do que uma contagem durante o 
período da incubação. Pretendeu-se com isso verificar qualquer correla­
ção nas colónias aparecendo mais cedo, isto é, de crescimento rápido e 
nas outras de aparecimento tardio com as suas capacidades de síntese 
em cultura. Estas contagens, assinaladas nas placas com marcações di­
ferentes, permitiram, na altura do isolamento, a separação das bactérias 
em grupos segundo a sua ordem de aparecimento durante a incubação.
4) Meios de cultura
a) Meios gelosados
1) Gelose de extracto de terra (14):
(Soil exlract: SE)
Extracto de terra ....... 100 c.c. Agar................................. 15 g
Água destilada ............. 900 c.c. pH............ 7,0
Esterilização a 115° C durante 15 minutos.
ESTUDOS SOBRE BACTÉRIAS AUTÓCTONES E AMIBAS 25
0 extracto de terra preparou-se aquecendo na autoclave, a 115° C 
e durante meia hora, a suspensão de 1 kg de terra (talhão B) em um 
litro de água destilada. A filtração efectua-se através de papel de filtro 
ou por meio de um funil de Biichner com uma camada da própria terra 
quando o filtrado se apresente turvo (caso da terra de Broadbalk).
2) Gelose de Thornton (15).:
(Asparagina: ASP.)
K>HPO, ......................... • 1 g kno3.................... 0,5g
MgSO, ..............................• 0,2 g Asparagina .......... 0.5g
CaCl, ............................... 0,1 g Manitol ............... 1 g
NaCl ................................. 0,1 g 15 g
FeCla ................................ 0,002g Água destilada __
PH .... ..7,0
Esterilização a 115° C durante 15 minutos.
3) Gelose de Topping (16):
(Yeastrel—-peptona: YP)
Extracto de levedura (Yeas- Agar ..................... ......... I5g
trel) .............................. ■ 2,5g Água da torneira ......... l.OOOc.c.
Bacto peptona Difco ....... ... 2,5g PH....... 7,0
Esterilização a 115° C durante 15 minutos.
4) Gelose semi-sólida (14):
(SS)
KoHPO, ........................ 0,2g Gelose .................. ........... 3g
Extracto de leved.a Difco 0,lg Água destilada ....
Extracto de terra ........... lOOc.c. PH....... 7,0
Esterilização a 115° C durante 15 minutos. 
b) Meios de Lochhead
Os meios líquidos foram preparados como nos primeiros trabalhos 
de Lochhead.
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1) Meio basal: 
(Basal médium: B)
Glucose ................ ................ 1 g CaCl2 .................. 0.1 g
K..HPO, ............... ................ 1 g NaCl .................... 0,1 g
KNO:I ................... ...............  0,5g FeCl, .................. o,oig
MgS04 ................. ................ 0,2g • Água destilada ... ... 1.000 c.i
Aquecimento a 100° C, filtração e ajustamento do pH a 6,8.
2) Meio de aminoácidos:
(Amino-acid médium: A)
Meio B adicionado de: 0,05 g de cisteina, 0,1 g de alanina, 0,05 g 
de prolina e 0,05 g de asparagina, por litro.
3) Meio de factores de crescimento:
(Growth factor médium: G)
Meio B com 0,05 g de cisteina, 100 y de tiamina e 0,1 y de Liotina, 
por litro.
4) Meio de aminoácidos e factores de crescimento:
(Amino-acid and growth factor médium: AG)
Meio B com os aminoácidos de A e factores de crescimento de G.
5) Meio de extracto de levedura:
(Ycast extract médium: Y)
Meio B com 1 g por litro de extracto de levedura Difco.
6) Meio de extracto de terra:
(Soil extract médium: S)
750 c.c. de B com 250 c.c. de extracto de terra.
7) Meio de extracto de levedura e de terra:
(Soil and yeast extract médium: SY)
Meio S com 1 g de extracto de levedura por litro.
A cisteina entra na composição tanto do meio G como do meio A 
por ser apenas na sua presença que os aminoácidos e factores de cres­
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cimento manifestam a sua acção sobre a multiplicação das bactérias 
necessitando dos respectivos compostos. O número limitado de vitaminas 
e aminoácidos empregados resultou de ensaios com bactérias do solo 
em que esses compostos se destacavam como os necessários e ópti­
mos (10).
Os meios líquidos foram entubados a 5 c.c. cada e tindalizados a 
100° C por os meios contendo extracto de terra originarem precipitados 
quando aquecidos sob pressão.
5) Isolamento e estudo nutricional das bactérias (método de 
Lochhead)
Nos isolamentos empregou-se sempre a lupa, dada a natureza punc- 
tiforme da maioria das colónias, e uma agulha muito fina, tendo-se prè- 
viamente feito com o microscópio uma descrição das colónias, acompa­
nhada de um desenho, com vista a uma posterior correlação entre a sua 
morfologia e quaisquer características da cultura resultante.
De uma ou mais placas de extracto de terra de cada amostra iso­
lou-se a totalidade das colónias para tubos de gelose semi-sólida, que 
eram seguidamente incubados a 25° C.
As culturas, logo que apresentassem desenvolvimento suficiente, 
inoculavam-se nos sete meios líquidos de Lochhead; foram também ino­
culadas superficialmente em placas contendo gelose de Topping para 
a observação do seu tipo de crescimento e modo de divisão, observação 
especialmente importante para distinguir das bactérias propriamente 
ditas os proactinomicetas de micélio fàcilmente divisível em bastonetes 
curtos ou cocos. A técnica clássica da obtenção de crescimento da cul­
tura em tubos de gelose inclinada não permite esta diferenciação.
A coloração de Gram efectuou-se em culturas de 12, 24 e 48 horas 
o que tem importância para a identificação das culturas de Arthrobacter 
que, nas culturas muito novas, são Gram negativas passando mais tarde 
a positivas.
As culturas nos sete meios líquidos, ao quinto dia de incubação, 
eram classificadas por valores de 1 a 4, sendo 4 a turvação máxima.
Na classificação de Lochhead cada série de sete tubos é conside­
rada independentemente, o valor 4 correspondendo ao tubo de maior 
turvação dentro da série. Não há, assim, distinção entre duas séries 
de reacções idênticas mas de diferente vigor. Interessando-nos destacar 
o maior número de diferenças entre os grupos de bactérias, adoptou-se
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uma escala geral abrangendo todas as séries em que o valor 4 corres­
ponde à turvação dum Ps. fluorescens ou Arthrobacter típicos, num 
meio óptimo. Esta escala em nada afecta a classificação de Lochhead, 
distingue apenas bactérias de diferente vigor dentro dos grupos.
Segundo a forma como as bactérias reagiam aos sete meios de 
cultura de Lochhead, classificavam-se nos 8 grupos seguintes, estabe­
lecidos por este autor. Designamos os sete primeiros pelas letras corres­
pondentes ao primeiro meio de cultura da série em que apresentam de­
senvolvimento máximo. Ao oitavo grupo damos a designação zero por 
os microorganismos que abrange não se desenvolverem em nenhum dos 
sete meios de cultura.
1 — Grupo B: Bactérias com requisitos simples mostrando tão bom
desenvolvimento no meio B como em qualquer dos outros 
meios.
2 — Grupo A: Bactérias necessitando de um ou mais aminoácidos
desenvolvendo-se bem no meio A, não se multiplicando ou 
multiplicando-se pouco no meio B.
3 — Grupo G: Bactérias de crescimento máximo no meio G e ne­
nhum ou sub-máximo nos meios B ou A.
4 — Grupo AG: Bactérias necessitando de factores de crescimento
em conjunto com os aminoácidos, mostrando bom desenvolvi­
mento no meio AG e crescimento nulo ou fraco nos meios B, 
A e G.
5 — Grupo Y: Bactérias de desenvolvimento máximo no meio Y
e nulo ou fraco nos meios B, A, G e AG.
6 — Grupo S: Bactérias de crescimento máximo no meio S com
nenhum ou sub-máximo nos meios B, A, G, AG e Y.
7 — Grupo SY: Bactérias de desenvolvimento máximo apenas nos
meios SY e crescimento nulo ou sub-máximo nos restantes 
meios.
8 — Grupo 0: Bactérias de requisitos desconhecidos não se desen­
volvendo em qualquer dos sete meios de cultura.
No cálculo do chamado índice de equilíbrio bacteriano (Bacterial 
Balance Index-B.B.I.) do solo, Lochhead (5) apresenta uma variante 
sobre esta classificação em que aparecem dez grupos: 1 2 3
1 — Bactérias Gram positivas ou Gram variáveis.
2 — Bactérias do tipo Ps. fluorescens.
3 — Bactérias Gram negativas.
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Estes três grupos estão compreendidos no grupo B da classi­
ficação anterior.
4 — Bactérias de crescimento máximo tanto no meio A como no
meio G mas apenas com algum desenvolvimento no meio B.
5 — Bactérias diferindo das anteriores por multiplicação nula no
meio B.
6 — Bactérias de crescimento máximo no meio A e sub-máximo
no meio B.
7 — Bactérias de crescimento máximo no meio A e nulo nc meio B.
8 — Bactérias de crescimento máximo no meio G e sub-máximo
no meio B.
9 — Bactérias de crescimento máximo no meio G e nulo no meio B. 
10 — Engloba os grupos AG, Y, S e SY da classificação anterior
de desenvolvimento nulo nos meios B, A e G e o grupo O.
O índice de equilíbrio bacteriano (I. E. B.) expressa-se pela dife­
rença entre a soma das percentagens de organismos dos grupos 5, 7 e 9, 
e a percentagem do grupo 3.
Esta segunda classificação de Lochhead é efectuada tomando em 
conta apenas as reacções nutricionais nos primeiros três meios (B, A e 
G) ignorando, para esse efeito, a existência dos outros quatro meios.
III—Experiências realizadas e resultados(1)
A) Estudo das bactérias dos três talhões
O estudo realizado teve como finalidade o conhecimento das bacté­
rias autóctones dos três talhões e a possível influência exercida sobre 
aqueles microorganismos, dos diferentes tratamentos a que cada um 
destes vinha sendo sujeito, desde longa data.
Foram encarados dois aspectos: quantitativo e qualitativo.
1) Estudo quantitativo
Incidiu sobre 14 séries de análises, realizadas em datas diferentes. 
Em cada série foram feitas análises simultaneamente para os três talhões.
(J) Para comodidade de consulta, os quadros de resultados estão colocados 
no fim do trabalho.
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A cada série de análises corresponde um dos quadros de numera­
ção I a XIII. A décima quarta série de análises figura no quadro XIV 
com a referência IV-A.
O quadro XIV apresenta o resumo dos resultados.
As amostras de cada série foram analisadas fazendo variar dife­
rentes factores para verificação da sua influência nas contagens. Assim, 
dentro da mesma série, empregaram-se vários meios de cultura, utiliza­
ram-se diferentes diluições, efectuaram-se contagens da mesma placa 
com períodos diferentes de incubação e repetiram-se análises da mesma 
amostra, a partir de sub-amostras diferentes para apreciação da disper­
são. Na série XII colheram-se duas amostras em cada talhão e de cada 
uma delas fizeram-se análises a partir de duas sub-amostras para apre­
ciar a dispersão da colheita da amostra no campo e da sub-amostra- 
gem no laboratório.
Seguidamente resumem-se as condições em que se realizou cada 
uma das séries de análises:
Nos quadros adiante inseridos, os meios de cultura são indicados 
pelas suas abreviaturas; nas colunas figuram os números obtidos nas 
contagens das placas repetidas e as com os números entre parênteses re­
presentam as contagens de actinomicetas; o número sob o traço de cada 
uma destas colunas representa a média aritmética daquelas contagens; 
o índice de dispersão y2 que lhes corresponde encontra-se ou imedia­
tamente por baixo ou em quadro à parte nas séries VII, XI, XII e XIII.
Nos quadros que apresentam ma is do que uma contagem, estas 
são apresentadas ou separadas por sinais de soma, quando são parciais, 
ou sem o sinal quando se referem ao total na data da contagem; no 
quadro IX depois da 2.a e 3.a contagens parciais escreveram-se os res- 
pectivos totais.
Série I:
Diluição inicial — 1:10.
Meio de cultura: Asp.
Duas placas repetidas.
Contagens aos 10 dias; diluições—-1:50.000 e 1:100.000.
Série II:
Diluição inicial — 1:10.
Dois meios de cultura: Asp. e Az. (meio para o Azotobacter).
Quatro placas repetidas.
Contagens aos 10 dias; diluições — 1:50.000 e 1:100.000.
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Série III:
Diluição inicial — 1:25.
Meios de cultura: SE e Asp.
Três placas repetidas.
Contagens aos 5 e 14 dias; diluição — 1:2,50.000.
Série IV:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SE e Asp.
Três placas repetidas.
Contagens aos 13 e 15 dias para SE e apenas aos 13 para 
Asp.; diluições — A (1:66.000), B (1:200.000) e C 
(1:100.000).
Contagem em SE a partir de três sub-amostras (SEI, SE2, 
SE3); em Asp. a partir de uma (a primeira).
Nas colunas, os números entre parênteses referem-se às contagens 
de actinomicetas.
Série V:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SE e Asp.
Três placas repetidas.
Contagens aos 10 dias para Asp. e 21 dias para SE; dilui­
ção — 1.200.000 para os três casos.
Contagens em SE a partir de três sub-amostras de cada um 
dos três talhões; em Asp. a partir de uma (a primeira), 
para os talhões A e C, e de três para o talhão B.
Série VI:
Diluição inicial — 1:33.
Meios de cultura: SE e Asp.
Três placas repetidas.
Contagens aos 30 dias para Asp. e 21 dias para SE; dilui­
ções — A (1:165.000), B (1:330.000) eC (1:330.000).
Contagens em SE a partir de três sub-amostras para os três 
talhões; em Asp. a partir de uma (a primeira), para os 
três talhões.
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Série VII:
Diluição inicial — 1:33.
Meios de cultura: SE (100° C) e SE (115° C), o primeiro 
com o extracto de terra feito a 100° C e o meio tindali- 
zado, o segundo com o extracto feito a 115° C e o meio 
esterilizado a 115° C.
Quatro placas repetidas.
Contagens aos 12, 15 e 21 dias para os dois meios; dilui­
ções—At (1:110.000), A, (1:165.000), B (1:660.000) 
e C (1:330.000).
Contagens nos dois meios a partir de duas sub-amostras.
Série VIII:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SE e Asp.
Quatro placas repetidas.
Contagens aos 12 e aos 30 dias para os dois meios; diluições 
— A (1:200.000), B (1:800.000) e C (1:400.000).
Contagens em SE a partir de três sub-amostras do talhão A; 
em Asp. a partir de uma (a primeira); para os talhões 
B e C apenas uma sub-amostra para SE e Asp. por se 
terem inutilizado todas as placas da segunda e terceira 
sub-amostras.
Série IX:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SE, Asp. e YP.
Três placas repetidas.
Contagens aos 6 e 12 dias para Asp. e YP e aos 6, 12 e 21 
dias para SE; diluições — Ai (entre 1:100.000 e 
1:150.000) H, A2 (1:100.000), A, (1:66.000), 
B (1:400.000) e C (1:200.000).
Contagens em SE a partir de três sub-amostras; em ASP. e 
YP a partir de uma (a segunda).
O Houve perda de líquido na primeira diluição da sub-amostra A por 
se ter partido o fundo do tubo de esmagamento pelo que se desconhece a dilui­
ção exacta.
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As duas primeiras colunas, separadas pelo sinal +, correspon­
dem à primeira contagem e à 2.a contagem parcial, a terceira à soma 
destas duas, a 4.a corresponde à 3.a contagem parcial e a 5.a ao total 
das contagens.
Série X:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SEb, SEB, ASP. e YP.
Três placas repetidas.
Contagens aos 9 dias para os quatro meios; diluições — A 
(1:100.000), B (1:800.000) e C (1:400.000).
Contagens em SEb e SEB a partir de três sub-amostras (colu­
nas 1, 2, 3), em ASP. e YP a partir de uma sub-amostra 
(a primeira).
0 meio SEb foi preparado com terra do dia da análise; o SEB foi 
preparado com terra colhida em Janeiro de 1946.
Pretendeu-se verificar quaisquer variações na composição do ex- 
tracto de terra b, tomando como constante o extracto B.
Série XI:
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SEb, SEB, ASP. e YP.
Três placas repetidas.
Contagens aos 9, 14 e 34 dias para os quatro meios; diluições 
— A (1:100.000), B (1:400.000) e C (1:200.000).
Contagens em SEb a partir de três sub-amostras; em SEB, 
ASP. e YP a partir de uma sub-amostra (a primeira).
Série XII (Quadros XII-A e XII-B):
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SEb, SEB, ASP. e YP.
Três placas repetidas.
Contagens aos 10, 18 e 27 dias para SEb e SEB, e aos 4, 
10, 18 e 27 dias para ASP. e YP; diluições — A 
(1:200.000 e 1:400.000), B (1:400.000 e 1:800.000) 
e C (1:200.000 e 1:400.000).
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O quadro XII-A refere-se a contagens em SEb a partir de quatro 
sub-amostras obtidas de duas amostras: 1 e 2 da primeira amostra, 3 
e 4 da segunda amostra.
O quadro XII-B refere-se a contagens SEb, SEB, Asp. e YP a 
partir da primeira sub-amostra de cada talhão. Na primeira coluna, 
para comparação, repetem-se as contagens da primeira sub-amostra do 
quadro XII-A.
Série XIII (Quadros XIII-A e XIII-B):
Diluição inicial — 1:20.
Meios de cultura: SEb, SEB, Asp. e YP.
Três placas repetidas.
Contagens aos 8, 14 e 24 dias para os quatro meios nas di­
luições:
SEb: A (1:100.000 e 1:200.000), B (1:400.000 e 
1:800.000), C (1:200.000 e 1:400.000).
SEB e Asp: A (1:100.000, B (1:400.000), C
(1:200.000).
YP: A (1:200.000 e 1:400.000), B (1:800.000 e 
1:600.000), C (1:400.000 e 1:800.000).
Contagens em SEb a partir de duas sub-amostras, em SEB, Asp. 
e YP a partir de uma sub-amostra (a primeira).
0 quadro XIII-A refere-se a amostras colhidas em Barnfield, como 
os anteriores; o quadro XIII-B refere-se a uma série idêntica de amostras 
colhidas em Broadbalk.
0 quadro XIV apresenta em conjunto, expressos em milhões por 
grama de terra seca, os números de microorganismos, bactérias e aeti- 
nomicetas, das várias séries de análises realizadas a partir de amostras 
de Barnfield.
Estes números obtiveram-se a partir das médias das placas apenas 
das primeiras sub-amostras, segundo o critério adoptado no Departa­
mento de Microbiologia. Para este efeito não foram, portanto, tomados 
em consideração os dados obtidos nas análises das outras sub-amostras.
Pretende-se comparar as contagens obtidas para os três talhões 
nas diferentes séries de análises e a sua variação com os diferentes 
meios de cultura e com o tempo de incubação.
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Na primeira coluna registam-se, para cada série, na l.a linha a 
humidade pela ordem dos talhões A, B e C, e nas linhas seguintes, 
à esquerda, o período de incubação para a contagem, à direita, os 
meios de cultura. As humidades das amostras da primeira série, que 
figuram entre parênteses, foram grosseiramente determinadas.
Para permitir apreciar a influência do período de incubação nas 
contagens nas amostras dos vários talhões, em cada linha horizontal, 
cm frente do respectivo meio de cultura estão inscritas as contagens 
correspondentes a cada série, distribuindo-se cada grupo pelas quatro 
colunas pela ordem de extensão do seu período de incubação.
Em cada coluna estão inscritas as contagens correspondentes a 
períodos de incubação de duração aproximada o que permite uma 
comparação, embora pouco rigorosa, das análises das diferentes séries 
■obtidas com o mesmo meio de cultura.
b) Estudo qualitativo
Este estudo incidiu apenas sobre duas séries de análises (X e XI) 
não só por falta de material, exigido em grande quantidade (x), como 
pela impossibilidade de uma só pessoa acompanhar e registar a evolu­
ção das culturas.
Efectuou-se a partir das placas de extracto de terra utilizadas 
para as contagens tendo-se escolhido as mais convenientes para o iso­
lamento.
As bactérias das colónias desenvolvidas nas diferentes contagens 
foram estudadas e classificadas, sob o ponto de vista nutricional, pelo 
método de Lochhead e observado o seu tipo morfológico.
Para simplificação do registo morfológico das culturas, agrupa­
ram-se estas nos seguintes tipos:
A — Arthrobacter 
PA — Proactinomyces 
C — Corynebacterium
PF — Bactérias do tipo Pseudomonas fluorescens 
S — Bactérias esporuladas
B — Bastonetes não esporulados Gram positivos ou Gram 
variáveis
í1) Cerca de 2.400 tubos.
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- B — Bastonetes não esporulados Gram negativos
a — Microorganismos pleomórficos em que houve dúvida 
se deviam ser colocados no género Proactinomycesr 
Arthrobacter ou Corynebacterium.
Os dados obtidos figuram nos quadros XV-A, XV-B e XV-C, cor­
respondentes aos talhões A, B e C, para a primeira série, e quadros 
XVI-A e XVI-B, para a segunda.
Cada um dos quadros corresponde a um talhão.
As observações correspondentes ao talhão C da segunda série 
foram inutilizadas por contaminação da placa escolhida para isolamento, 
por uma colónia invasora.
Nos quadros, cada uma das colunas corresponde às colónias de 
cada período de contagem figurando em primeiro lugar as reacções^ 
nutricionais e em segundo a classificação morfológica.
Os microorganismos que não se desenvolveram ou que se verificou 
estarem contaminados por colónias vizinhas estão indicados por um 
traço (—).
As reacções nutricionais marcadas com um asterisco indicam as- 
bactérias do grupo O que foram incubadas por mais 20 dias depois da 
classificação ao fim de 5.
Série XV (Quadros XV-A, XV-B e XV-C):
Nesta série pretendeu-se:
1) Obter uma ideia da população bacteriana, sob o ponto 
de vista nutricional, para cada talhão e comparar os 
talhões entre si.
2) Conhecer a variação dos grupos nutricionais com o tempo 
de incubação e qual a sucessão dos grupos, se existir,
3) Comparar a composição dos grupos em placas repetidas.
Os isolamentos foram feitos a partir de placas de meio SEB.
Quadro XV-A:
0 isolamento efectuou-se a partir da segunda placa repetida da 
terceira sub-amostra (A3.2).
Isolaram-se 78 colónias: 35 correspondentes à primeira contagemr 
22 à segunda e 21 à terceira.
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Quadro XV-B:
O isolamento efectuou-se a partir da segunda e terceira placas 
repetidas da primeira sub-amostra e Bi.2).
Para a placa Bi-3 isolaram-se 100 colónias: 46 correspondentes à 
primeira contagem, 23 à segunda e 31 à terceira.
Para a placa Bí.2 isolaram-se 30 colónias correspondentes à pri­
meira contagem, não se tendo procedido ao isolamento para a segunda 
■e terceira.
Quadro XV-C:
O isolamento efectuou-se a partir da primeira e terceira placas 
repetidas da terceira sub-amostra (C3.i e C3.3).
Para a placa C3.i isolaram-se 40 colónias: 23 correspondentes à 
primeira contagem e 17 à segunda.
Para a placa C3.3 isolaram-se 48 colónias: 26 correspondentes à 
primeira contagem e 22 à segunda.
Tomou-se apenas um sector de cada placa, por insuficiência de 
material.
Série XVI (Quadros XVI-A e XVI-B):
Esta série derivou de placas de SEb da série XI de análises. Pre- 
lendeu-se confirmar as observações da série anterior.
Quadro XVI-A:
O isolamento efectuou-se a partir da terceira placa repetida da 
terceira sub-amostra (A3.3).
Para comparar a sucessão dos grupos em metades da mesma placa, 
foi esta dividida por um traço na altura da primeira contagem.
Isolou-se um total de 110 colónias; 47 na primeira metade: 26 
correspondentes à primeira contagem, 9 à segunda e 12 à terceira; 
63 na segunda metade: 25 correspondentes à primeira contagem, 19 à 
segunda e 19 à terceira.
Quadro XVI-B:
O isolamento efectuou-se a partir da terceira placa repetida da 
segunda sub-amostra (B2.3).
Para comparar a sucessão dos grupos em metades da mesma placa, 
esta foi dividida por um traço, na altura da primeira contagem.
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Isolou-se um total de 106 colónias; 55 na primeira metade: 24 
correspondentes à primeira contagem, 14 à segunda e 17 à terceira; 
51 na segunda metade: 23 correspondentes à primeira contagem, 10 à 
segunda e 18 à terceira.
B) Contagem de amibas nos três talhões
As amibas foram contadas em nove das amostras dos três talhões 
correspondentes às séries I, II, III, IV-A, VI, VII, VIII e IX (’).
Os dados obtidos figuram no quadro XVII que se sub-divide em 
duas secções.
Os números registados na primeira secção referem-se a amibas 
por grama de terra seca: amibas totais (T), amibas enquistadas (Q) 
e activas (A).
Para fins comparativos apresentam-se, na segunda secção do quadro, 
as amibas (em centenas) e as bactérias (em centenas de milhar) bem 
como a humidade das amostras e a temperatura do solo a 10 cm de 
profundidade.
C) Edibilidade de bactérias e proactinomicetas em relação a 
amibas
Dos resultados da contagem das amibas surgiu um problema — 
que se referirá na discussão dos resultados do número 2 — para cuja 
solução estava indicado o esclarecimento das relações entre os grupos 
nutricionais de bactérias e a sua aceitação como alimento pelas amibas.
Para este efeito, ensaiou-se a maior parte das bactérias propria­
mente ditas e os proactinomicetas estudados na análise qualitativa 
(série XI-A e XI-B) em relação a duas amibas (4 e H) dominantes 
de Barnfield da colecção do Dr. Singh. Os resultados constam dos 
quadros XVIII-A e XVIII-B referentes ao talhão A e ao talhão B.
Foram efectuadas observações em relação a dois grupos de bacté­
rias, um proveniente do primeiro isolamento e outro proveniente do 
segundo e terceiro. (*)
(*) Nestas contagens, realizadas por nossa iniciativa, colaborou o Dr. B. 
N. Singh que analisou as seis últimas amostras o que não nos foi possível fazer 
por os ensaios coincidirem com as análises bacteriológicas mais extensas.
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Foram também ensaiados 38 proactinomicetas da colecção de 
D. Erikson em relação a 5 amibas (1, 4, 8, H e Z) também dominantes 
de Barnfield.
Os resultados constam do quadro XIX.
A técnica seguida para a observação dos resultados foi a seguinte: 
sobre uma placa de gelose simples espalhou-se numa faixa de 0,5 x 4 cm 
uma cultura nova da bactéria a ensaiar e inoculou-se uma das extre­
midades da faixa com os quistos da amiba.
As observações fizeram-se ao terceiro e sexto dia, macro e micros­
copicamente, registando-as em função do avanço e multiplicação das 
amibas na faixa. C indica a destruição de toda a faixa; os quebrados, a 
fracção destruída.
D) Variabilidade dos grupos nutricionais
Dada a possibilidade de modificação, com o meio de cultura, da 
capacidade de síntese das bactérias e portanto das suas reacções nutri­
cionais, e perante o postulado de Lochhead e Taylor (14) sobre a insta­
bilidade bioquímica e adaptabilidade dos microorganismos do solo, 
surgiu o interesse de investigar este aspecto nas bactérias dos talhões 
em estudo.
Lochhead, quando da sua visita a Rothamsted, mostrou-se interes­
sado nas nossas experiências tendo-nos informado que nem ele nem os 
seus colaboradores haviam tentado, até à data, qualquer demonstração 
experimental directa do seu postulado.
Por um lado, o assunto tem interesse puramente académico porque, 
mesmo que se chegasse à conclusão que a técnica de Lochhead de 
preparar as culturas para as reacções nutricionais (multiplicação prévia 
em gelose semi-sólida de extracto de levedura e terra) modificava pro­
fundamente a sua capacidade de síntese e portanto as referidas reacções, 
o seu método de estudo das bactérias do solo nada sofreria com isso. 
Os grupos nutricionais (modificados ou não em relação às suas pro­
priedades originais quando vivendo no solo) sujeitos à passagem 
por um meio contendo factores de crescimento têm dado provas da sua 
utilidade em muitos estudos de interesse, nomeadamente nos casos de 
solos doentes. Além disso, a cultura prévia em meio semi-sólido é uma 
necessidade não havendo, por enquanto, outro método mais prático e 
eficiente de fazer vingar e desenvolver os isolamentos do solo.
Por outro lado, há a necessidade de dar resposta à questão da
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legitimidade da classificação nutricional das bactérias que sofreram 
prèviamente várias sub-culturas, isto é, o caso da purificação de cul­
turas infectadas, quase sempre feita em meios relativamente ricos.
Para tentar esclarecer estes aspectos efectuaram-se as duas seguin­
tes experiências nà altura em que a percentagem de culturas positivas 
nas análises de rotina já justificava um estudo qualitativo e em que urgia 
dar resposta ao caso das culturas purificadas.
1. a experiência:
De uma placa de extracto de terra duma análise do talhão B, 
com 27 colónias de bactérias, isolaram-se 22, cada uma das quais foi 
dividida em quatro partes: uma para gelose semi-sólida e as outras 
para três tubos de centrifugação respectivamente com os meios B, AG 
e SY. Das 22 bactérias isoladas, 3 (n.os 8, 20 e 24) não se desenvol­
veram em qualquer dos meios e 2 (n.°9 16 e 17) foram de fraco cres­
cimento em SS e em SY; estas culturas rejeitaram-se por serem incon­
venientes para a experiência. As restantes depois de subsequentemente 
classificadas nos três meios líquidos, foram submetidas a três lavagens 
em solução salina com as correspondentes centrifugações de 20 minutos 
a 3.000 r. m. Para esta operação escolheram-se, de preferência, as cul­
turas positivas no meio SY; das culturas 3, 11 e 15 lambém se apro­
veitou a cultura em AG, para comparação; das culturas 1 e 10, nega­
tivas em SY, empregaram-se apenas os tubos AG. As bactérias foram 
imediatamente inoculadas depois da última lavagem nos sete meios de 
Lochhead.
As reacções nutricionais encontram-se registadas no quadro XX. 
As obtidas nos três meios B, AG e SY da inoculação directa a partir 
da placa de isolamento, encontram-se na coluna correspondente à l.a 
cultura; na 2.a coluna, correspondente à sub-cultura, registam-se as 
reacções nutricionais das culturas lavadas, observadas aos 3 e aos 5 
dias de incubação, e a sua proveniência.
2. a experiência:
De placas dos talhões À, B e C, isolaram-se para tubos de centri­
fugação contendo SY, respectivamente 49, 20 e 46 colónias, que foram 
lavadas como anteriormente, depois de 5 a 8 dias de crescimento. 
Por acidente durante a centrifugação, perdeu-se uma cultura de A e 
outra de C; por desaparecimento do sedimento durante as lavagens 
inutilizou-se uma cultura de B e uma de A.
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O objectivo desta experiência foi registar quaisquer reacções nutri­
cionais anormais em culturas isentas de factores de crescimento (Qua­
dro XXI-A), e também observar casos de adaptação ao meio em séries 
de sete tubos inoculados de novo a partir de alguns organismos desen­
volvidos em B, A, G, etc. (Quadro XXI-B).
No quadro XXI-B registam-se, na coluna correspondente à l.a 
cultura, as reacções nutricionais das culturas lavadas (observação aos 
10 dias) e, na 2.a coluna, as respectivas sub-culturas derivadas (obser­
vação aos 5 e aos 10 dias).
E) Ensaios de nitrificação com culturas mistas de microorga- 
nismos heterotróficos autóctones
Estando o bioquímico H. Lees a terminar os seus trabalhos sobre 
nitrificação e encontrando-se livres alguns dos seus aparelhos (18) para 
o estudo deste aspecto do metabolismo do solo, resolvemos aproveitar 
essa oportunidade para verificar a extensão do postulado de Lochhead 
e Taylor. Estes autores, além de referências à adaptabilidade e variabi­
lidade dos microorganismos autóctones, apresentam também a hipó­
tese de que estes actuam com a máxima eficiência, quando em asso­
ciação. Uma das provas que se pode considerar como decisiva neste 
aspecto seria a nitrificação, actividade geralmente considerada exclusiva 
de determinados autotróficos quimiosintéticos.
Se bem que na literatura se encontrem referências à oxidação dos 
sais de amónio e dos nitritos por heterotróficos (19), a atitude geral­
mente tomada tem sido de cepticismo; para Lees as objecções mais 
graves, a estes casos, incidem sobre os métodos pouco rigorosos na 
determinação dos nitritos e nitratos, que foram empregados.
Em vista do oferecimento de Lees de pôr à nossa disposição o 
seu laboratório e de realizar as determinações, fizemos alguns ensaios 
empregando a sua técnica (20) mas com todos os cuidados na esteri­
lização e inoculação da terra.
Em 6 aparelhos contendo 10 g de terra esterilizada do talhão A 
e utilizando culturas da última análise qualitativa (talhões A e B) 
fizeram-se as inoculações seguintes:
N.° 1 — Dezassete bactérias exigentes em factores de crescimento pro­
venientes do talhão A.
N.° 2 — O mesmo que 1, mais 18 bactérias de outros grupos também 
do talhão A.
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N.° 3 — O mesmo que 2, rnais dois actinomicetas e duas amibas comuns, 
sob a forma respectivamente de esporos e quistos.
N.° 4 — Dezasseis bactérias correspondentes às de 1 mas do talhão B. 
N.° 5 — O mesmo que 4, ma is 19 outras bactérias do talhão B.
N.° 6 —0 mesmo que 5, mais os dois actinomicetas e duas amibas de 3.
Não se fizeram ensaios testemunhas por falta de aparelhos e em 
virtude da afirmação do Dr. Lees de que a nitrificação nunca foi obser­
vada nos seus ensaios em branco com terra esterilizada, apesar de não 
terem sido realizados com os cuidados da técnica microbiológica.
A quantidade de sulfato de amónio no volume de 100 c. c. posto 
a circular no aparelho foi calculada de forma a dar, quando comple­
tamente oxidada, 70 y/c. c. de nitrato.
Na amostra retirada do aparelho os nitritos são oxidados e o total 
de nitrato doseado.
Nas últimas três análises os nitritos foram determinados ? parte 
e, na última, verificou-se que o sulfato de amónio havia desaparecido 
por completo.
Os doseamentos realizaram-se nas datas indicadas no quadro XXII: 
os números referentes aos nitritos figuram entre parênteses.
F) Ensaio de um método para a comparação nutricional de 
populações bacterianas sem isolamentos
Depois de realizados os estudos anteriormente descritos e em face 
do que nos foi dado observar durante a longa série de ensaios a que 
havíamos procedido, o raciocínio levou-nos a determinar diferenças 
qualitativas nas populações bacterianas de terras diferentes por um 
método simples, sem recorrer à técnica de isolamento e subsequente 
estudo, morosa e excessivamente exigente em material.
Este método baseou-se nos seguintes princípios:
1. ° — A ordem de aparecimento das colónias durante o período 
de incubação, em meios sem factores de crescimento, corresponde, de 
uma maneira geral, a grupos de bactérias de vigor e capacidade de 
síntese decrescentes.
2. ° — O tamanho relativo das colónias traduz, em geral, uma indi­
cação da sua capacidade de síntese.
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3. ° — A substituição do extracto de terra por meios simples con­
tendo material energético deve acelerar a sucessão de grupos nutri­
cionais.
4. ° — As contagens sucessivas duma mesma diluição nos meios de 
Lochhead, B e Y, gelosados devem destacar pelo menos dois tipos de 
bactérias e as curvas de crescimento das populações de terras diferentes 
também devem apresentar diferenças.
Em vista do exposto, fizeram-se placas dos três talhões de Barn- 
field, todas com a diluição 1:100.000, empregando os meios B e Y 
gelosados, para o fim da experiência, e o meio de Thornton, como 
padrão, na apreciação da eficiência quantitativa dos meios referidos.
Fizeram-se contagens apenas ao segundo e quarto dias tendo-se, 
dentro da segunda contagem total, feito também uma contagem parcial 
por três tamanhos: colónias regulares, pequenas e «ponta de alfinete».
Os resultados apresentam-se no quadro XXII-A.
IV — Discussão dos resultados e conclusões
A) Estudo das bactérias dos três talhões
1) Estudo quantitativo
Série I:
Nesta série, os dados obtidos para as placas repetidas encontram-se 
dentro dos limites normais da dispersão à excepção das placas da 
primeira diluição de A, de yj significativo. As duas diluições de cada 
amostra, apreciadas pelas suas médias, são concordantes em A e C, 
mas na amostra B a segunda diluição apresenta um valor um pouco 
superior à expectativa.
Em relação às médias, a ordem de grandeza das contagens é a 
seguinte: B>Ci>A com ligeira diferença entre C e A.
Série II:
Nesta série existem 5 valores de yj significativos. Observa-se uma 
discordância mais ou menos acentuada entre diluições derivadas em 
todos os casos.
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Em relação às médias das contagens observa-se a seguinte ordem: 
no meio Asp., B>C>A nas duas diluições; no meio Az, B>OA 
na primeira diluição e OB>A na segunda diluição.
A discordância verificada em relação à segunda diluição deve-se, 
sem dúvida, à acção estimulativa ou inibitória do meio para determi­
nados grupos.
O meio Az. mostra-se superior ao meio Asp. em todos os casos. 
Série III:
Os valores de obtidos nas séries de placas repetidas são todos 
muito abaixo do ponto 5 %, tendendo alguns para valores anormal­
mente baixos.
Em relação às médias das contagens, em todos os casos, observa-se 
a seguinte ordem: B>>C!>A sendo insignificante a diferença entre C 
e A; os valores obtidos em SE e Asp. são pràticamente iguais em relação 
a A e a C, sendo no caso de B ligeiramente superiores os de SE em 
relação a Asp. Nota-se uma ligeira variação em relação aos valores 
de x2 entre duas contagens.
Série IV:
Confrontando os resultados obtidos com a sub-amostra analisada 
com extracto de terra e com asparagina, verifica-se que os valores da 
primeira contagem são sensivelmente idênticos em qualquer das terras.
Tomando em consideração as três sub-amostras nota-se que não há 
diferenças significativas entre elas. Os valores de yr são normalmente 
significantes, notando-se uma dispersão maior especialmente na terra C.
Na terra B, na segunda e terceira sub-amostras, verifica-se igual­
mente uma dispersão bastante larga.
Na terra A apenas uma vez na primeira sub-amostra ^2 ultra­
passou ligeiramente o ponto 5 %.
Se se observar as contagens dos actinomicetas na terra A, nota-se 
que a sub-amostra 1 no meio SE apresentou mais colónias que no 
meio Asp.
Embora a contagem dos actinomicetas no meio SE fosse efectuada 
na segunda contagem, e no meio de asparagina fosse feita na primeira, 
é lícito fazer a comparação dado que estes microorganismos aparecem 
sensivelmente em igual número em qualquer das contagens.
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Série V:
Pela observação do quadro colhe-se a ideia de que as sub-amostras 
originaram contagens mais elevadas no meio SE do que no meio Asp. 
Embora as datas de contagem não sejam as mesmas deve ter-se em 
conta que, com o meio Asp., o máximo da contagem anda por volta dos 
10 dias de incubação, período que empregámos para a contagem. Sendo 
assim, é de crer que os valores que identificámos para o meio SE 
correspondem na realidade, como mostra o quadro, a um número 
mais avultado de colónias tanto de bactérias como de actinomicetas.
Se confrontarmos as terras A, B e C no meio SE, verificamos que a 
terra B foi a de maior contagem neste meio, seguindo-se-lhe a terra C e, 
por último, a A.
Os valores de são, como regra, superiores aos do ponto 5 %, 
muito especialmente nas amostras A3, B:} e C2.
Série VI:
Experimentadas as mesmas terras e nos mesmos meios, mas em 
data diferente, o ensaio mostrou-se algo diferente. Agora, qualquer dos 
terrenos reagiu melhor no meio Asp. que no meio SE. Daqui se pode 
inferir a extraordinária importância que têm nos resultados períodos 
diferentes de colheita.
Comparando as diferentes sub-amostras de A, de B e de C pode 
concluir-se que o comportamento foi idêntico em qualquer das sub-amos­
tras de cada terra. Na realidade, o valor de só num caso nos indica 
uma dispersão exagerada.
Série VII:
As observações neste ensaio levam-nos a concluir que o extracto de 
terra feito a 115° C dá sensivelmente menos colónias do que o mesmo 
extracto feito a 100° C.
É interessante notar a maneira como se dá a variação de '^2. Umas 
vezes, como no caso da sub-amostra Ax no meio SE (115°), ele varia de 
um valor bastante baixo para atingir um valor que ultrapassa o ponto 
5 %. Outras vezes, do mesmo modo consoante os períodos de contagem, 
dá-se variação inversa passando de um valor alto para um valor idên­
tico ao ponto 5 % (caso da sub-amostra A2, no meio SE (100°)). 
Ainda noutros casos ele mantém-se no decurso das várias contagens, 
com valores sensivelmente idênticos.
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Série VIII:
Neste ensaio, comparando a sub-amostra Ax no meio SE e Asp., 
verifica-se que o meio Asp. proporcionou, logo na primeira contagem, 
valores altos enquanto que, na segunda contagem parcial, ocasionou 
acentuado abaixamento. Algo diferente se passou quando a mesma sub- 
-amostra foi ensaiada no meio SE, em que os valores da primeira e da 
segunda contagens foram sensivelmente idênticos.
A sub-amostra Bx no meio Asp. originou de início um número 
avultadíssimo de colónias (primeira contagem) e, na segunda, os nú­
meros econtrados para o meio Asp. e para o meio SE estão relativamente 
próximos o que, à primeira vista, não parecerá razoável. O facto deve-se 
ao número acentuadamente elevado de colónias que se formaram, de 
início, no meio Asp. O decréscimo que este número sofreu para a se­
gunda contagem e no mesmo meio, é extraordinàriamente acentuado, 
mas em valor absoluto é próximo dos valores encontrados quando a 
sub-amostra foi cultivada no meio SE. Mas agora, há que notar que 
esta sub-amostra, neste meio, originou para a primeira contagem nú­
meros bastante inferiores àqueles que tinha originado no meio Asp. 
Do mesmo modo as coisas se passaram em relação à sub-amostra Ci.
Série IX:
A maneira como o número de colónias vai aumentando consoante 
os períodos de contagem é posta em evidência neste ensaio. Por ele 
se vê não haver em qualquer das sub-amostras e no meio SE uma orde­
nação sistemática neste acréscimo, isto é, tanto pode aparecer maior 
número de colónias após a primeira contagem, como após a segunda ou 
a terceira; no entanto, parece haver uma tendência para se formarem 
mais colónias nos primeiros períodos de contagem.
A grande dispersão verificada nas sub-amostras de A é explicada 
pelas diferentes diluições empregadas.
São de notar os casos de variação de com o período de con­
tagem.
Série X e Série XI:
Estes ensaios mostram um exemplo que é usual seguir-se quando 
se pretende fazer um controle de determinado meio.
No primeiro quadro (X) experimentaram-se as três terras A, B e C 
com os meios: SEb (meio a controlar), SEB (meio padrão), Asp. e YP.
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Cada sub-amostra foi controlada em todos os meios, exceptuando 
em Asp. e YP as sub-amostras A2, A3, B2, B3, C2 e C3, que não foram 
utilizadas por falta de material.
As contagens foram efectuadas ao fim de 9 dias e indicam que o 
meio a controlar se comportou de maneira sensivelmente idêntica ao 
meio padrão e aos dois meios conhecidos excepto na terra C onde o 
meio SEb actuou de uma forma desfavorável.
No quadro XI, o processo tornou-se mais complexo e mais rigoroso 
por se lerem feito três contagens; no entanto, confirmaram-se os resul­
tados do quadro X, exceptuando no meio SEB, que mostrou valores, 
nas contagens, ligeiramente inferiores ao meio SEb, na sub-amostra 1 
da terra B.
Colhe-se a impressão que o meio SEb proporciona, desde começo, 
uma melhor multiplicação para as bactérias da sub-amostra Bx e deixa 
de observar-se a inibição parcial deste meio sobre a população de C.
Neste ensaio observa-se claramente como difere o crescimento 
da população, nos meios de SE, do crescimento nos meios Asp. e YP.
Série XII:
Para se ter uma ideia da ordem de precisão da amostragem de 
campo, procedeu-se a esta experiência em que cada amostra é dividida 
em duas sub-amostras que são analisadas em duas diluições diferentes, 
sempre uma o dobro da outra. Neste caso procedemos a três contagens 
e ficámos assim com a possibilidade de poder comparar entre si, as 
sub-amostras de cada terra em relação às diluições empregadas nessa 
terra.
Neste ensaio pode verificar-se que a sub-amostra B2 teve maior 
contagem do que qualquer das outras sub-amostras de B.
Pelos resultados das contagens é-se levado a crer que a amostra 
constituída pelas sub-amostras Bi e B2 proviria de uma terra mais rica 
em microorganismos.
Pela nossa observação identificámos que essa amostra continha 
uma pequena porção de estrume e isso deverá ter contribuido para o 
acréscimo verificado, no valor dos microorganismos contados.
As variações que por vezes se verificam nas contagens entre sub- 
-amostras da mesma amostra são frequentes, e a maior parte das vezes 
originadas por variadíssimas causas que permanecem desconhecidas. 
Assim, a sub-amostra C3 originou uma contagem total, com a diluição n, 
de 130 e a sub-amostra C4, em idênticas condições, uma contagem de 94.
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Pareceria que com a diluição n/2 se mantivesse a proporcionali­
dade. Estes resultados, porém, não se verificaram, e C4, que havia pro­
porcionado a menor contagem, 94, ocasionou com a diluição n/2 a 
maior contagem, 68 em relação a 61.
O quadro XII-B permite comparar os 4 meios de cultura em duas 
diluições.
É de notar que o meio YP ocasionou contagens fiancamenie supe­
riores a qualquer dos outros meios indicando, assim, uma favorável 
aptidão para determinados microorganismos que não reagem tão favo- 
ràvelmente nos outros meios ensaiados.
0 meio SEb, em relação ao meio padrão SEB, não deu um número 
de colónias tão favorável mas, no entanto, as diferenças encontradas 
são extraordinàriamente pequenas.
Série XIII:
No intuito de averiguar a maneira como se comportavam as terras 
de Barnfield e de Broadbalk perante os 4 meios de cultura, estabelece- 
ram-se os ensaios da Série XIII.
0 meio de YP passou agora a diluição superior dada a densidade 
de colónias que apresentou no ensaio anterior.
Neste ensaio, contra a expectativa, o meio Asp. não proporcionou 
tão avultadas contagens como SEB, quer com as terras de Barnfield 
quer com as terras de Broadbalk.
O meio YP que, no ensaio anterior, proporcionou tão grande den­
sidade das placas, neste ensaio, por razão desconhecida, mas muito pro­
vavelmente em consequência da época da colheita, foi dos meios onde 
as contagens atingiram menores valores.
Na realidade, a época da colheita de amostras pode ocasionar estas 
perturbações não esperadas.
Além da discussão que temos vindo a fazer para a apreciação 
dos resultados de cada uma das séries de análises efectuadas interessa 
também fazer a comparação dos talhões e séries entre si o que é, de 
certo modo, difícil dada a complexidade dos ensaios resultante da mul­
tiplicidade dos factores a apreciar tanto mais que, como regra, as dilui­
ções empregadas não são iguais por imposição das caracteríslicas do 
material a analisar.
Para facilitar esta comparação, organizou-se o quadro XIV que 
engloba os resultados das diferentes séries expressos em milhões de 
microorganismos (bactérias + actinomicetas) por grama de terra seca.
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Se bem que na maioria das análises exista uma tendência para uma 
dispersão anormal entre placas repetidas não se podendo portanto con­
siderar como rigorosamente representativas as médias tomadas, cremos 
que são permissíveis conclusões de ordem geral sem recorrer à análise 
estatística.
Sob o aspecto puramente quantitativo, o exame do quadro XIV 
mostra um grande incremento nas bactérias do talhão estrumado (B) 
em relação ao talhão testemunha (A); no talhão C a adubação mineral 
a longo prazo não fez diminuir mas, pelo contrário, elevou o número 
de bactérias apresentando este incremento uma certa variabilidade com 
o tempo, ora descendo ao nível da testemunha ora, menos frequente­
mente, aproximando-se do número do talhão B.
Do quadro XIV é possível também obter informações de ordem 
qualitativa. Por exemplo, o aparecimento em determinadas datas de 
diferentes grupos de bactérias é patente quando se comparam contagens 
em meios diferentes: as bactérias desenvolvendo-se no meio de Thornton 
apresentam no talhão B uma nítida elevação em número em pelo menos 
um caso (série VIII), em relação ao extracto de terra.
0 mesmo se observa na Série XII em que um grupo, provàvelmente 
necessitando de factores de crescimento, manifesta um enorme incre­
mento apenas no meio de Topping.
Mesmo dentro de grupos gerais (considerados em relação ao mes­
mo meio de cultura) é possível determinar a existência de sub-grupos 
por meio da técnica de contagens periódicas: no meio de Thornton (nas 
séries XI e XIII, talhão B), se repararmos no tipo de crescimento da 
população no intervalo 9 a 14 dias, verifica-se que se trata de popula­
ções diferentes embora crescendo no mesmo meio de cultura, havendo 
numa das populações, pelo menos, um sub-grupo de crescimento rápido.
Ainda dentro da influência do meio de cultura nota-se, de uma 
forma geral, que tanto no meio de Thornton como no de Topping o 
crescimento da população é rápido de início, sendo depois o apareci­
mento de novas colónias bastante reduzido quando comparado com o 
que se passa no extracto de terra em que este aparecimento parece con­
tinuar, por assim dizer, indefinidamente.
Dentro desta apreciação qualitativa são de notar ainda as variações 
da composição dos extractos de terra obtidos em datas diferentes quando 
comparados com o padrão, variação esta avaliada em relação ao quan­
titativo da população desenvolvida.
A conhecida flutuação da população geral parece evidente nos 
casos em que a diferença numérica das contagens entre séries de datas
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diferentes é demasiadamente grande para ser explicada apenas pela 
variação na amostragem.
É importante a observação da variação do ^2, em alguns casos, 
com o período de incubação e a oscilação de valores entre limites 
significativos e não significativos.
O significado do índice de dispersão na apreciação do rigor da 
técnica não nos parece portanto que deva ser tomado em absoluto, visto 
poder admitir-se a existência de factores independentes da técnica.
Para os resultados que obtivemos explicamos a ocorrência fre­
quente dos valores altos de yf pela falta de selectividade dos meios de 
cultura muito especialmente do meio de extracto de terra que facilita 
a interacção, principalmente a de natureza estimulativa.
2) Estudo qualitativo
Pelo nosso estudo qualitativo não é fácil ficar com uma ideia pre­
cisa da variação da flora bacteriana das amostras das terras A, B e C.
Na realidade, os grupos nutricionais manifestaram-se duma forma 
muito idêntica em todas as análises, um tanto contra a nossa previsão.
Interessante, porém, é notar alguns pormenores a que o estudo 
qualitativo deu ensejo.
Nota-se pelos quadros XV-A, XV-B e XV-C que os grupos nutri­
cionais autónomos quanto a factores de crescimento são identificados 
logo na primeira contagem e não continuam o seu desenvolvimento com 
grande incremento, nos períodos subsequentes, dado que, já raramente 
são observados na segunda e terceira contagens.
Nota-se ainda que a posição relativa que estes grupos ocupavam 
na primeira contagem passa a ser ocupada na segunda por grupos ma is 
exigentes em factores de crescimento e que esta posição, quando da 
terceira, pertence.aos grupos ainda mais exigentes nesses factores.
Este aspecto, um tanto curioso, desta transformação que a micro- 
flora vai sofrendo no meio de cultura durante a incubação, pode ser 
visto sob algumas hipóteses.
Na primeira contagem nota-se uma preponderância dos grupos 
nutricionais menos exigentes, o que é lógico, e os outros grupos mais 
exigentes parece que necessitam do estímulo dos primeiros para dar 
incremento ao seu desenvolvimento. Na segunda e terceira contagens a 
população é constituída principalmente por grupos de necessidades de 
complexidade crescente.
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Fica-se, assim, com a ideia de que os grupos nutricionais mais 
exigentes necessitam «tempo» para se poderem manifestar com todas 
as suas possibilidades.
Os grupos de necessidades mais complexas predominam nas últi­
mas contagens, visto o factor tempo lhes dar margem para mobilizar as 
suas fracas capacidades de síntese e, o que talvez seja mais importante, 
para se dar uma melhor difusão pelo meio de cultura das excreções 
estimulantes de outras colónias.
Posta assim a acção de estímulo, um outro factor terá certamente 
influência para o desenvolvimento desta. Referimo-nos ao espaçamento 
existente entre as colónias de uma placa, isto é, à densidade da placa. 
As placas mais densas são aquelas que proporcionam a melhor acção 
estimuladora do grupo B. Esta circunstância traduziria, por ventura, os 
números encontrados no talhão B (Quadro XV-B). Do mesmo modo, o 
factor tempo terá interferência, notada mais intensamente nas placas de 
pequena densidade. Aí existe evidentemente o estímulo dos grupos 
nutricionais menos exigentes, mas para que esse estímulo se possa difun­
dir necessita de determinado período. Não admira, pois, que alguns 
grupos mais exigentes, quando localizados próximo de colónias do 
grupo B, pela acção do seu estímulo, tenham possibilidades de se mani­
festar diferentemente do modo como na realidade se deveriam com­
portar, isto é, pela acção deste estímulo durante um certo período esses 
grupos poderiam adaptar-se a meios nutricionais que, sem ele, não seria 
possível.
A reforçar esta nossa hipótese do estímulo vêm os resultados por 
nós encontrados no talhão A quando fizemos as observações das duas 
metades da placa A3.3 (Quadro XVI-A).
Partiu-se de uma placa que dividimos, na altura da primeira con­
tagem, em duas metades de forma que cada uma delas ficasse com as 
colónias idênticamente distribuidas em número e dimensões. Ora acon­
tece que, contra a expectativa, a segunda metade da placa contém número 
mais avultado de colónias na segunda e terceira contagens. Podemos 
crer que uma acção estimulante poderia explicar este facto.
Esta hipótese vem, no entanto, contra aquela apresentada por James 
e Sutherland (21) quando afirmam que as placas menos densas são as 
que apresentam uma amostragem mais completa da população, dada 
a. falta de acção de inibidores. A razão desta discrepância deve estar 
no meio de cultura diferente empregado por nós e por aqueles autores. 
Para os nossos ensaios usou-se um meio muito pouco selectivo e pobre
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o que não aconteceu com os trabalhos de James e Sutherland que empre­
garam um meio rico e mais selectivo.
É possível que essa interacçao inibidora se manifeste também nos 
meios pobres, porém, devido ao favorecimento dos estimulantes, deve 
ser menos evidente que no dos casos estudados por aqueles autores, que 
trabalharam com o meio de Waksman cuja riqueza teria sido favorável 
à produção de toxinas por parte dos inibidores e desfavorável à inte- 
racção estimulativa, além de que observaram placas com uma só conta­
gem e esta efectuada apenas aos 8 dias de incubação.
Para efeitos de cálculo do I. E. B. o número de elementos dos- 
4 grupos (3, 5, 7 e 9) aproveitados é demasiado baixo e portanto sujeito 
a erros; é o que acontece com as placas repetidas de C3.i e C3.3 em que 
os índices são bastante diferentes, + 32 e — 2. Não interessa portanto,, 
nestas condições, comparar desta forma as populações dos talhões, 
entre si.
As grandes diferenças nos índices de equilíbrio bacteriano devem, 
cremos, apresentar-se apenas na comparação de terras doentes com as 
normais e é nestes casos que o método de Lochhead tem sido bem suce­
dido mesmo trabalhando com técnicas imperfeitas.
Quanto aos grupos morfológicos nota-se uma relativa pobreza eni 
bastonetes típicos sendo pouco frequentes os Gram negativos; confir­
mam-se, assim, as observações de Topping (16) feitas em solos da 
Inglaterra e Alemanha que diferem, neste aspecto, dos solos americanos- 
estudados por Lochhead e outros.
Uma grande percentagem de bactérias pertence ao género Arthro- 
bacter e muitas destas são pràticamente idênticas a A. globiforme (22).
Os proactinomicetas típicos e especialmente as corinebactérias 
tendem a aparecer tarde sobre as placas, existindo uma certa correlaçãa 
entre estes tipos morfológicos e os grupos Y e SY.
Em numerosas observações microscópicas da morfologia de coló­
nias isoladas (cerca de 2.000) conseguiu-se uma boa correlação entre 
os proactinomicetas típicos (de micélio relativamente estável) o certas 
colónias ponta de alfinete, de aspecto redondo e denso e com os bordos 
pilosos; esta correlação foi confirmada por Erikson, tendo sido empre­
gada com sucesso na obtenção duma extensa colecção para um estudo 
sistemático (23). Completou-se assim, em parte, a classificação de 
colónias de Conn (24) a quem naturalmente escapou este pormenor, 
por trabalhar apenas com a gelatina simples. Este investigador afirma 
ser este o meio mais conveniente para reconhecer facilmente, com pe­
quena ampliação, um certo número de microorganismos, porém, na gelose
ESTUDOS SOBRE BACTÉRIAS AUTÓCTONES E AMIBAS 53
de extracto de terra, conseguimos identicamente distinguir todos os tipos 
descritos por Conn excepto o Ps. fluorescens, e ainda distinguimos os 
proactinomicetas típicos sem a desvantagem do emprego da gelatina 
•que conduz à rápida inutilização das placas pela acção dos proteolíticos.
Se pensarmos em todas as circunstâncias apontadas, por vezes 
manifestando-se de uma maneira acentuadamente irregular, e se juntar­
mos a estes factos a maneira diferente de distribuição c da composição, 
nos grupos nutricionais, a quando das diferentes contagens, podemos 
encontrar uma explicação razoável para os valores altos de y'2, que tão 
frequentemente são mencionados nos ensaios quantitativos. É que, à 
primeira vista, poder-se-lhe-ia atribuir como explicação o emprego de 
uma técnica defeituosa, mas na verdade os resultados qualitativos 
demonstram, por assim dizer, que na realidade o desenvolvimento da 
microflora bacteriana é sujeita a leis tão caprichosas e tão mal defini­
das que, só por si, podem ocasionar as largas dispersões nos valores 
das contagens.
Pode evidentemente arranjar-se um método de trabalho em que, 
com um procedimento particular, se é levado a encontrar valores ma is 
baixos para o yf. Bastaria para o caso que as contagens fossem feitas 
após os primeiros dias de incubação pois assim já seria fácil encon­
trar dispersões muito menores. Evidentemente que é intuitivo que che­
garíamos a estes resultados pois grande parte da microflora pertencente 
aos grupos mais exigentes seria desta forma eliminada, especialmente 
no caso de placas pouco densas.
Um outro processo, mas que não satisfaz para o estudo da micro­
flora dos solos, seria o emprego de meios muito selectivos.
Dado que para o estudo dos solos o meio óptimo a empregar seria 
o extracto de terra, de todos os meios o menos selectivo, resta como 
modificação da técnica as contagens nos primeiros dias de incubação 
e deixar que continue por outros períodos, unicamente para tomar conhe­
cimento da totalidade de colónias desenvolvidas, mas não com o fim 
da determinação do y2.
B) Contagem de amibas nos três talhões
Foi um resultado estranho aquele que encontrámos em relação à 
quantidade de amibas existentes nas amostras dos talhões A, B e C, 
e tão estranho que fez admiração aos cientistas que trabalhavam em 
Rothamsted.
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Pelos nossos resultados chegámos à conclusão que o talhão A era, 
de todos, o que continha menos amibas e os talhões B e C mostraram-se 
contendo um número sensivelmente idêntico (Quadro XVII).
A pequena diferença entre o número de amibas activas dos talhões 
B e C é de explicação difícil em face do diferente teor em matéria 
orgânica desses talhões, dada a correlação tradicional entre maior quan­
tidade de matéria orgânica e maior número de amibas. Difícil é, ainda, 
a explicação dada a maior quantidade de bactérias existente no talhão B.
Duas hipóteses se podem apresentar: ou as bactérias do talhão C são, 
na sua maioria, alimento apropriado para as amibas, ou existem nesse 
talhão, além das bactérias, outros seres capazes de servirem de substrato, 
tal como, por exemplo, as algas.
Outra hipótese se poderia ainda admitir, a das amibas do talhão C 
serem algo diferentes. Dada, porém, a grande semelhança, por nós obser­
vada, entre as espécies de amibas nos diferentes talhões, não é de aceitar 
esta última hipótese.
A hipótese que admitiria a existência no talhão C de outro substrato 
como alimento que não fosse as bactérias, só pormenorizados estudos a 
poderiam confirmar.
A hipótese das bactérias do talhão C serem, na maioria, alimento 
apropriado para as amibas não nos parece que possa ser aceite sem 
grandes reservas.
Na realidade, grande quantidade de bactérias existentes no talhão C 
pertencem ao grupo B, e, como adiante se verá, são preferidas pelas 
amibas, mas o mesmo acontece no talhão B; logo, nada se pode concluir.
Parece razoável deixar em suspenso estas hipóteses que como mé­
rito, o único que terão, será dar uma indicação, ou antes, uma primeira 
orientação a subsequentes estudos sobre o assunto.
Pretendemos nós estudar o assunto elaborando uma série de ensaios 
para determinar a maneira como variavam as populações de amibas e 
bactérias nos três talhões, consoante a época de colheita, a temperatura 
e a humidade (Quadro XVII, segunda secção).
Mau grado nosso que, tendo escolhido intervalos muito largos para 
amostragem, não nos foi possível estabelecer a correlação tal como 
desejávamos. Pudemos concluir apenas que a temperatura e a humi­
dade exercem a sua acção sobre bactérias e amibas, mas isto sempre em 
relação à época de colheita da amostra.
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C) Edibilidado das bactérias e proactinimicetas em relação a 
amibas
Até ao presente todos os investigadores que se têm dedicado ao 
estudo da edibilidade das bactérias perante as amibas, têm-se servido 
indiferentemente de qualquer bactéria desde que seja Gram positiva. 
Pelo menos pela literatura que temos consultado é a conclusão a que 
chegamos.
Procedemos nós a algumas experiências de edibilidade em que 
foram ensaiadas as bactérias dos diferentes grupos nutricionais e donde 
podemos retirar algumas conclusões interessantes.
Num primeiro ensaio (Quadros XVIII-A e XVIII-B) determinámos 
quais as bactérias dos diferentes grupos nutricionais que eram mais ape­
tecidas pelas amibas e ordenámos o ensaio de tal maneira que pudésse­
mos identificar inclusivamente, quanto à ordem de aparecimento das 
bactérias nas placas.
Concluimos que as bactérias do grupo B provenientes de qualquer 
dos dois talhões seriam as mais apetecidas e isto pode identificar-se 
principalmente com as bactérias da primeira contagem.
Pelas observações da segunda e terceira contagens, somos levados 
a crer que a grande maioria das bactérias (mais visível no Quadro 
XVIII-B) não são apetecidas pelas amibas ensaiadas.
Ocorre perguntar, qual a razão por que se dará esta circunstân­
cia? Duas hipóteses se podem formular.
Como sabemos, a grande maioria das bactérias que aparecem na 
segunda e terceira contagens pertencem aos grupos nutricionais mais 
exigentes e parece assim que as amibas teriam uma certa repugnância 
por estas bactérias, ou então a sua constituição seria de tal maneira 
pobre nalguns elementos que não desse possibilidades para a multipli­
cação das amibas e estas enquistavam.
Acontece ainda que uma grande percentagem de bactérias encon­
tradas na segunda ou terceira contagem ou são proactinomicetas ou 
corinebactérias e, de algum modo, pareceu-nos interessante fazer uma 
experiência da edibilidade com diferentes espécies e raças de proacti­
nomicetas, experiência que até à data não encontramos relatada (Qua­
dro XIX).
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Por este ensaio pudemos identificar que, na realidade, a maioria 
dos proactinomicetas são pouco apetecidos por qualquer das cinco ami- 
bas experimentadas, e alguns mesmo nada apetecidos, como aconteceu 
com as espécies numeradas de 19 a 29.
Este ensaio veio, em parte, confirmar os resultados que tínhamos 
obtido no ensaio precedente, em que as bactérias do último grupo de 
contagem não eram apetecidas.
D) Variabilidade dos grupos nutricionais
Não deixaram de ser fundadas as nossas suspeitas de que a passa­
gem por um meio semi-sólido contendo factores de crescimento durante 
um certo período, no método de Lochhead, poderia originar novas 
aptidões para as bactérias ou então prejudicá-las nalgumas que 
possuiam.
São exemplo frisante de que, na realidade, essas nossas suspeitas 
tinham razão de subsistir, os resultados que encontrámos nas duas ex­
periências sobre a variabilidade dos grupos nutricionais (Quadros XX. 
XXI-A e XXI-B).
Pode dizer-se que quase a totalidade das bactérias experimentadas 
sofreram uma certa variabilidade ou mutabilidade em relação aos facto­
res de crescimento. Há casos mesmo em que essa variação foi extrema­
mente acentuada como é, por exemplo, o da bactéria n.° 3 do quadro XX. 
Esta bactéria teve um comportamento interessante porque, quando pro­
veniente do meio SY, manteve as características do grupo B não sofrendo 
variabilidade, mas quando proveio do meio AG passou do grupo B para 
um grupo altamente exigente em factores de crescimento.
Noutros casos como, por exemplo, as bactérias n.os 1 e 10, e a 
passagem pela primeira cultura tornou-as estimuláveis pelo meio SY 
quando o não eram.
Casos interessantes são também notados com as bactérias n.os 10, 
11 e 15 que, reagindo ao meio AG, deixaram de reagir e, dentre estas, 
a bactéria n.° 10 tem interesse especial porque foi retirada do meio 
AG e a passagem por esse meio ocasionou-lhe uma variabilidade tal 
que deixou de reagir a ele.
Os casos das culturas 3 (proveniente de AG), 6, 11 e 15 que 
pertenciam a um grupo pouco exigente nutricionalmente passaram a 
grupos altamente exigentes.
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Com este ensaio ficamos com uma certeza: que os meios AG e SY 
induziam seguramente variabilidade aos grupos nutricionais.
Era no entanto interessante averiguar se os grupos mantidos em 
condições mais próximas daquelas que preconiza o método de Lochhead 
modificaram de algum modo a constituição da amostragem dos grupos 
nutricionais.
Pelos resultados do nosso ensaio, representados no quadro XXI-A, 
parece não ter havido interferência alguma nessa constituição da amos­
tragem pela cultura no meio SY. Resta saber se em vez de centrifugar 
as culturas, fossem aderentes a elas algumas porções do meio nutritivo, 
os resultados se mantinham.
Quanto à variabilidade em relação aos grupos nutricionais, pode­
mos garantir que se verifica porque a isso fomos levados pelo nosso 
ensaio, transcritos os resultados no quadro XXI-B. Podemos garantir 
mesmo que todos os meios experimentados, exceptuando o meio B, 
induziram a variabilidade com intensidade idêntica àquela que relatá­
mos no primeiro ensaio (Quadro XX).
Nada, porém, podemos dizer agora sobre a constituição da amos­
tragem, visto que a não fizemos, mas estamos crentes que esta consti­
tuição não sofrerá grandes modificações. 0 que pode acontecer é que 
grupos nutricionais exigentes passem a ter menos exigência ou vice-versa.
Estes nossos resultados permitem-nos tirar uma conclusão de ordem 
prática: quando se pretende purificar culturas, elas deverão ser man­
tidas principalmente em meio nutritivo B e não nos meios de cultura 
usuais que contêm sempre factores de crescimento.
E) Nitrificação por culturas mistas de microorganismos hete- 
rotróficos autóctones
A prova evidente de que existem bactérias heterotróficas capazes 
de nitrificar não tinha sido dada, que nós saibamos, até à data do pre­
sente trabalho.
Já frizámos que, em experiências efectuadas por diferentes autores, 
esta prova tinha sido feita empregando para a identificação dos nitritos 
e nitratos, métodos colorimétricos tão pouco rigorosos que repugnavam 
ser aceites pelo químico.
As nossas experiências foram mais longe do que uma identificação 
pois atingiram o doseamento graças à amabilidade do Dr. Lees.
Pelos resultados por nós encontrados (inseridos no Quadro XXII) 
pudemos identificar que, quer as bactérias da terra A como as da terra B,
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quando agrupadas segundo determinadas consociações, foram capazes 
de produzir nitritificações em determinado grau.
Torna-se interessante reparar que o maior doseamento foi obtido 
na cultura mista n.° 3, cultura esta que, além de bactérias, continha 
ainda amibas e actinomicetas. Não sabemos, visto não termos repetições 
deste ensaio, se a presença destes microorganismos terá, como à pri­
meira vista parece deduzir-se dos nossos resultados, alguma influência 
na nitrificação.
Interessante é ainda notar que a nossa experiência nos induz a acre­
ditar que, nalguns casos, após a nitrificação, se opera uma desnitrifi- 
cação como se infere dos resultados das culturas n.os 3, 4 e 6.
F) Ensaio de um método para a comparação nutricional de 
populações bacterianas sem isolamentos
As deduções que se podem fazer acerca da constituição qualitativa 
de determinada microflora bacteriana empregando métodos quantita­
tivos são na realidade muito raros, e pode dizer-se mesmo que essa dedu­
ção nunca se apoiou na maneira variável do traçado das curvas de 
crescimento.
Foi este o único processo que arquitectámos enquanto o nosso tra­
balho se dedicou especialmente ao estudo quantitativo.
Quando, porém, já havíamos procedido a variadas experiências de 
natureza qualitativa e depois de nos termos familiarizado com os pro­
cessos e resultados desses estudos, pudemos imaginar um método quan­
titativo simples e rápido que permitisse uma análise, embora grosseira, 
da constituição nutricional das bactérias de uma dada amostra.
O quadro XXIII indica as contagens que efectuámos ao experi­
mentar esse método. Dele se deduz que o número de bactérias apare­
cidas na primeira contagem e no meio B é sensivelmente idêntico na 
terra B e C.
0 valor da segunda contagem no mesmo meio traduz um acréscimo 
muito maior para C do que para B. Se reparmos agora no que se pas­
sou, quando a cultura foi feita no meio Y, notamos uma certa diferença. 
Na primeira contagem, C é levemente inferior a B, tal como na segunda, 
mas o aumento sofrido da primeira para a segunda contagem na terra 
B é um tanto acentuado, enquanto que na terra C esse valor foi marca- 
damente mais reduzido.
Daqui se pode concluir que o grande acréscimo encontrado no 
valor da segunda contagem da terra C e no meio B tem de ser princi­
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palmente atribuído a uma acção estimuladora visto que o meio B é 
um meio pobre em factores de crescimento.
Se assim é, será de esperar que a população da terra C seja rica 
em grupos nutricionais de grandes exigências, únicos necessitados de 
receberem esse estímulo.
0 pequeno acréscimo notado na segunda contagem em relação à 
primeira da terra C no meio Y dá-nos possibilidades de formular uma 
hipótese: se a quantidade de bactérias pouco aumentou durante esse 
período num meio rico, muito provavelmente uma boa percentagem 
delas pertencerá ao grupo B e grupos afins deste em exigências de 
factores de crescimento.
Com raciocínios idênticos concluiríamos que a terra B seria muito 
rica em grupos nutricionais exigentes quando se fez a cultura no meio B 
e que o número de colónias do grupo B e afins, quanto a factores de 
crescimento, terá valor marcado quando a cultura se fez no meio Y. 
Pela observação visual pudemos marcar as dimensões das colónias e 
agora reparamos que, na realidade, a contagem conduz a resultados 
próximos daqueles a que levou o raciocínio.
A terra C, quando a cultura foi feita no meio B, tem uma supre­
macia das colónias «ponta de alfinete», enquanto que, quando a cul­
tura foi feita no meio Y, se nota quantidade um tanto reduzida dessas 
colónias e uma supremacia das colónias do tipo B ou afins, mas 
numericamente em valor sensivelmente idêntico ao encontrado quando 
a cultura foi feita no meio B.
Idênticamente se poderia deduzir o que se passa em relação à 
terra B: supremacia das colónias «ponta de alfinete» quando a cultura 
foi feita no meio B e o número relativamente avultado do tipo B e afins 
quando a cultura foi feita no meio Y, mas como o aumento aqui entre 
as duas contagens foi maior que aquele verificado na terra C com o 
mesmo meio, as colónias «ponta de alfinete» seriam por isso mais 
numerosas.
Na terra A, por idênticos raciocínios, se concluiria uma grande 
preponderância das colónias tipo B e afins quando a cultura foi feita 
em Y e um valor um tanto acentuado em colónias «ponta de alfinete», 
quando a cultura foi feita no meio B.
Um dos aspectos mais evidentes dos resultados deste ensaio é o da 
presença de bactérias de grupos menos exigentes em factores de cres­
cimento reagindo rapidamente ao extracto de levedura o que se verifica 
pelos valores mais elevados das primeiras contagens, quando efectuadas 
no meio Y.
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Conclusões gerais
— Quantitativamente o talhão estrumado B apresenta maior nú­
mero de bactérias que o talhão de adubação mineral C e este que 
o testemunha. Esta relação mantém-se com a data da colheita e com 
os diferentes meios de cultura empregados, apresentando as contagens 
do talhão C uma certa variabilidade que as aproxima ora das de A 
ora das de B.
— As contagens podem ser influenciadas não só pela natureza dos 
meios de cultura como pela extensão do período de incubação devendo, 
portanto, ser tomado em consideração este último factor o que até à 
data não tem sido feito. Em relação ao extracto de terra, verifica-se 
que a composição deste pode variar com a data da colheita da amostra 
a partir da qual é preparado.
— Verifica-se que o valor de dentro da mesma série de pla­
cas repetidas, pode variar significativamente com o período de incuba­
ção podendo esta variação ser explicada pelas interacções na popula­
ção bacteriana em crescimento.
— Quando se pretende empregar o meio de extracto de terra para 
verificar o rigor da técnica, deve fazer-se uma contagem no início do 
aparecimento das colónias aproveitando-se, assim, um meio que permite 
o desenvolvimento duma grande percentagem das bactérias autóctones 
mas que é susceptível de apresentar valores altos de em incubações 
prolongadas.
— Qualitativamente é difícil a comparação das populações bacte- 
rianas autóctones dos 3 talhões visto que estas, pelo método que foi 
empregado, se apresentam muito semelhantes (método de Lochhead).
Essa comparação é facilitada pelo emprego de dois ou mais meios 
de cultura diferentes em que se acompanhe o desenvolvimento quanti­
tativo da população nas placas ao longo do período de incubação, pois 
verificou-se que o estudo do modo de crescimento de uma população 
mista pode fornecer dados sobre a sua composição.
— No estudo comparativo de populações devem-se empregar pla­
cas de densidade semelhante visto que placas de diferente densidade, 
dentro da mesma amostra e meio de cultura, podem reagir diferente­
mente como se concluiu dos conhecimentos adquiridos sobre o efeito 
estimulativo. O emprego, porém, de séries de placas de densidades 
diferentes permitirá comparar as populações nestas condições tornando 
o estudo mais completo.
ESTUDOS SOBRE BACTÉRIAS AUTÓCTONES E AMIBAS 61
— Existe uma correlação entre as bactérias autónomas quanto a 
factores de crescimento (grupo B) e as que primeiro aparecem sobre 
as placas; as mais exigentes nestes factores (grupos Y e SY) são geral­
mente de crescimento lento aparecendo tarde na incubação. Muitas des­
tas últimas bactérias são proactinomicetas e corinebactérias sendo os 
proactinomicetas típicos reconhecíveis, na gelose de extracto de terra, 
com uma objectiva de fraca ampliação.
— Nota-se uma grande variabilidade, sob o ponto de vista nutri­
cional, induzida pela permanência em meios contendo factores de cres­
cimento, variabilidade que atinge todos os grupos. Das experiên­
cias sobre a variabilidade das bactérias e do facto da acção estimula- 
liva (e portanto modificadora sobre parte delas) nas placas de isola­
mento, infere-se que uma placa pouco densa tenha menos probabilida­
des de sofrer esta acção e que a apreciação da sua composição, sob o 
ponto de vista nutricional, esteja menos sujeita a erro.
—1 As bactérias heterotróficas autóctones em cultura mista são ca­
pazes de efectuar a oxidação do sulfato de amónio quando submetidas 
a condições de autotrofismo.
— 0 talhão testemunha A apresenta uma contagem de amibas 
manifestamente inferior à dos talhões B e C. Ao contrário, porém, do 
que era de esperar, o número de amibas activas do talhão C difere 
pouco do talhão B. Esta pequena diferença não é explicável pelos res- 
pectivos teores em matéria orgânica ou em bactérias o que origina um 
novo problema nas relações entre amibas e bactérias.
— As bactérias de crescimento rápido nas placas de isolamento 
apresentam uma maior tendência para servir de substracto às amibas, 
o contrário sucedendo, em geral, com as de crescimento lento. A edi- 
bilidade dos proactinomicetas é, geralmente, quase nula.
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(D (2) d) (2) 0) (2)
Asp. 8 8 98 50 15 9
20 6 90 60 23 10
14 7 94 55 19 10




16-4-45 Humidade (%) — A: 15,5; B: 20,5; C: 17,5
A B C
(D (2) (D (2) (0 (2)
47 36 137 64 86 37
44 26 98 95 88 44
40 24 10! 65 88 33
51 24 117 73 100 49
45 27 113 74 90 41
1,4 3,3 8,4 8,5 1,3 3,6
102 56 187 126 126 160
79 60 193 101 150 137
65 48 183 147 148 161
78 38 229 145 150 116
81 50 198 150 143 143
9,2 5,6 6,7 10,5 2,7 13,9
<1) — 1 : 30.000 ; (2) — 1 : 100.000.
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QUADRO III
11-10-45 Humidade (%) — A: 13,0; B: 16,0; C: 12,0
A (1 250.000) B (, 250.000) C(1 250.000)
d) (2) (D (2) (D (2)
14 18 29 43 16 19
16 18 23 39 18 19
17 22 22 44 19 23
16 19 25 42 18 20
0.3 0,5 1,1 0,3 0,3 0,5
14 20 15 29 19 24
18 24 17 37 16 23
13 22 17 34 13 20
15 22 16 33 16 22
0,9 0,4 0,2 1,3 1,1 0,3
(l) Contagem aos 5 dias. (2) Contagem aos U dias .
5-4-46
QUADRO IV
Humidade ("/,,) — A : 1Q.0; B : 14,5 ; G : 10,0
A (1 66.000) B (l: 200.000) C (i: íoo.ooo)
(D (2) (D (2) (0 (2)
52 86 (20) 54 65 (21) 77 97 (18)
48 61 (9) 55 68 (16) 95 124(15)
49 59 (9) 52 60(27) 119 140 (30)
50 69 53 64 97 120
0,2 6,1 0,1 0,5 9,1 7,9
67 82 (7) 63 90 (36) 80 88 (18)
45 62 (9) 96 117 (25) 88 104(19)
69 81 (15) 41 51(23) 92 125 (22)
60 75 67 86 87 106
5,9 3,4 22,7 26,4 0,8 6,5
48 56 (11) 47 84 (22) 82 79 (19)
64 67 (6) 76 95 (30) 52 77 (18)
55 62 (7) 49 55(15) 80 100(30)
56 62 57 78 71 85
3,2 1,0 9,2 11,6 8,0 3,8
51 (3) 60(19) 85 (8)
50(8) 52 (12) 96(16)
42(4) 37 (17) 86(10)
48 50 89
1,0 5,4 0,6
(l) Contagem aos 13 dias. (2) Contagem aos 15 dias.










13-5-46 Humidade (%) — A : n,5; B: 18,0; C: 13,0
A (1: 200.000) B (1 : 200.000) C (1 : 200.000)







































































28-5-46 Humidade (°/0) — A : 19,5 ; B : 22,0; C : 17,0
A (1: 165.000) B (1 : 330.000) C (1: 330.000)
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QUADRO VIII
8-7-46 Humidade (%) —A: 10,0; B: 15,0; C: 10,0
A (í: 200.000) B (í: 800 000) C (i: 4-00.000)
(D (2)
29 + 29 = 58 (9)
49 + 27 =76 (7)
33 + 23 = 56 (7)




48 + 19 = 67 (4)
45 + 31 = 76 (4)
40 + 29 = 69 (4)




24 + 16 = 40 (8) 
214-12 = 33 (3) 
28+ 5 = 33(10) 
31+ 7 = 38
36
2,2 1,1
37 + 27 = 64 (5)
42 + 12 = 54 (8)
36 + 17 = 53 (6)
48 + 25 = 73 (8)
61
2,2 4,3
36 +23 = 59 (7) 
39+ 17 = 56 (7)
43 + 17 = 60 (5) 
34-1-23 = 57 (6)
58
1,2 0,2
38+ 9 = 47
46 + 12 = 58
51 + 12 = 63




105 + 22 = 127
83 + 17 = 100
113
5,6 3,2
48+ 7 = 55
44 + 15 = 59
35— 8=43
34+ 9 = 43
50
3,3 4,1
1, 2 e 3: sub-amostras.
Contagens aos : (l), 12 ; (2) 30 dias.
68 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
27-8-46
QUADRO IX
Humidade (%)-A: 11,5; B: 18,5; C: 13,5-
AC) B (1: 400 000) C (1: 200 000)
(D (2) (3) (D (2) (3) (1) (2) (3)
28+26 54+10 64 (3) 49+42 91+24 115 (9) 35+15 50+13 63 (13)
17+21 38+ 9 47 (5) 46+18 , 64+34 98(18) 33+12 45-j-24 69 (10)
30+21 51+11 62 (7) 42+14 56+25 81 (20) 30+23 53+22 75 (7)
25 48 58 46 70 98 33 49 69
3,9 3,2 3,1 0,5 9,8 5,9 0,4 0,6 1,0
42+18 60+10 70(10) 42+24 66+25 91 (16) 43+31 74+14 88 (16)
43+33 76+ 7 83(16) 36+18 54+ 5 59(13) 30+ 19 49+ 9 58 (3)
46+18 64+30 94 (15) 64 + 28 92 + 25 117(22) 34+21 55+ 9 64 (7)
44 67 82 47 71 89 36 59 70
0,2 2,0 3,5 9,5 10,5 26,8 2,4 5,9 5,8
98+54 152+38 190(19) 41+72 113+76 189(19) 39--38 77+24 101 (10)
62+21 83+29 112 (15) 38+41 79+28 107 (11) 28- -19 47+15 62 (6)
67+28 95+47 142(15) 28+19 47+22 69(15) 33- -52 65+18 83 (5)
76 110 148 36 80 122 33 63 • 82
9,8 24,7 20,9 2,8 27,2 61,4 1,8 7,2 9,3
30+31 61 43+33 76 27- -24 51
32+18 50 42+36 78 22--22 44
31+16 47 54+63 117 33- 19 52
31 53 46 84 27 49
0,07 2,0 2,0 11,8 3,3 0,8
30—19 49 52+37 89 51- -16 67
29+25 54 76+25 101 58+22 80
55+ 5 60 50+26 76 56+16 72
38 54 59 89 55 73
11,4 1,1 5,4 3,5 0,5 1,2
(*) A i — perda de parte da diluição inicial durante o esmagamento. A 2 —1:100.000 A 3 — 1:66.000- 
Contagens aos : (l), 6 : (2) 12 ; (3) 21 dias.






28-9-46 Humidade (%) — A : 15,0; B : 19,0; C: 15,5
A (1:100.000) B (1:800.000) C (1:200.000)

























































































































Contagem aos 9 dias.
70 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO XI
10-11-46 Humidade °/0 = A : 23,0; B : 22,5; C : 18,5
A 0 100 000) B d 400 .000) c (i: 200 000)
SEb (D (2) (3) (D (21 (3) (D (2) (3>
66 4- 36 4- 24 = 126 60 35 4- 34 = 129 91 33 + 25 = 149
61 + 34 + 34 = 139 78 + 47 4- 37 = 162 67 23 26 = 116
1 72 + 24 4- 26 = 122 84 4- 24 4- 44 = 152 84 27 + 20 = 131
61 41 4- 31 = 133 91 4- 31 4- 32 = 164 73 26 4 28 = 127
130 152 131
91 4- 36 4- 33 = 160 88 -|_ 41 -j- 34 = 163 86 4- 33 _ 27 = 14696 + 18 4- 26 = 140 71 4- 42 4- 46 = 163 121 4- 58 4- 40 = 219
2 107 + 58 4- 50 = 185 73 + 28 4- 39 = 140 95 4- 42 + 32 = 169
110 4- 34 + 46 = 190 65 4- 20 4- 34 = 119 104 4- 23 4- 31 = 158
169 146 173
53 _L 13 + 34 == 100 79 -|- 39 _i_ 40 = 158 75 4- 43 4- 37 = 155
45 -j- 26 + 16 == 87 65 4- 20 4- 22 = 107 87 4- 36 4- 37 = 160
3 73 4- 33 T" 35 == 141 72 4- 35 4- 38 = 145 101 + 45 4- 36 =
182
56 4- 19 + 33 == 108 73 4- 28 4- 34 = 135 108 4- 31 4- 31 = 170
109 136 167
SE B 61 “T* 13 -i- 34 == 108 53 4- 33 4- 43 =
129 113 4- 21 -_ 23 = 15768 + 19 4- 23 -= 107 50 4- 40 + 31 = 121 70 h 22 - - 15 = 10784 + 32 4- 28 == 144 51 4- 25 4- 41 = 117 79 + 32 - - 20 = 13171 + 46 4- 22 == 139 49 4- 23 + 28 = 100 85 4- 31 - 47 = 161
125 117 139
Asp. 55 + 17 1 9 == 81 62 4- 32 4- 14 = 108 72 f 20 + 9 = 81
53 4- 16 4- 9 == 78 43 19 4- 4 = 66 55 f 11 4- 7 = 73
43 4- 5 4- 3 == 51 51 + 11 4- 9 = 71 61 4- 26 4- 11 = 98
91 4- 14 4- 16 == 121 67 + 17 4- 11 = 95 68 4- 18 + 4 = 90
83 85 86
YP 99 4- 12 + 11 == 122 135 _L_ 20 4- 15 = 170 125 4- 8 4- 5 = 138
92 4- 42 + 6 == 140 132 4- 22 4- 13 = 167 126 4- 21 4- 7 = 154
97 + 14 6 == 117 107 4- 30 4- 7 = 144 119 4- 17 4- 4 = 140
79 4- 5 "7" 4 == 88 129 4- 25 4- 12 = 166 104 + 19 4- 3 = 126
117 162 140
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QUADRO X 11 -A
11-1-47 Humidade (°/0) - A : 23,5; B: 26,3; C: 19,0
A A 1 A 2 A 3 A 3
0) (2) (3) 0) (2) (?) (D (2) (3) 0) (2) (3)
44-f 7 + 6=57 21+ 9+ 6=36 19+ 9+ 4=32 25+12+17=54
(n)
42+11+13=66 33 4 20+ 20=73 32+21+11=64 32+ 8+10=50
31+ 6+ 7=44 29+15+13=57 24+12+ 8=44 36+ 7+20=63
39 8 9 56 28 15 13 56 25 14 8 47 31 9 16 56
(t) 10+ 8+ 6=24 22+ 7+ 6=35 204- 6+ 2=28 19+ 9+ 2=30
9+ 2+ -=11 174- 6-C 5=28 23+ 34 6=32 27+ 9+ 7=43
16+ 4+ 6=26 18+13- - 5=36 17+ 4+ 9=30 24 427+11=62








89 13 31 133
44+10+17= 71
51 +13+16= 80 
58+11 + 16= 85




189 12 31 232
79 + 7+ 7= 93 
88+ 9+ 9=106 
110+11+23=144 
92 9 13 114
61+29+21 = 111 
62+16+26=104 
83+10+18=111 
69 18 22 109
28+12-1- 4= 44 
45+16+20= 81 
24+13+11= 48 
32 14 12 58
40+33 + 15= 88 
81—36+34=151 
104+42+27=175 
75 37 25 137
28+17+14= 59 
324- 6+13= 51 
26+19+18= 63 
29 14 15 58




52 16 21 89
29+ 4+12= 45 
26+ 8+ 4= 38 
28+16+12= 56 
28 9 9 46
73+15+23=111 
77+28+22 = 127 
59+12+24= 95 
70 18 23 111
28+17+17= 62 
41+ 9+ 7= 57 
24+12+11= 47




95 20 15 130
38+13+ 8= 59 
39+17+14= 70 
36+ 7+12= 55 




68 11 15 94
51+ 9+11= 71 
39+15+18= 72 
31+154-15= 61
40 13 15 68
Contagens aos : (1) 10 ; (2) 18 ; (3) 27 dias. n (A,C) — 1: 200.000. n (B) — 1: 400.000. 
Meio de cultura : SEb
Valores de yj
2,5 3,2 4,4 2,8 6,3 12,3 3.4 8,3 11,1 2,0 0,5 1,6
2,2 2,6 6,3 0,7 1,3 1,2 0,9 0,6 0,3 2,3 7,3 11,5
0,4 0,4 1.0 20,0 22,3 28,7 4,5 1,4 0.4 21,6 24,1 28,2
1,9 1,8 1,3 5,6 6,4 12,3 8,0 7,4 14,2 0,7 0,9 1,3
1,0 1,3 7,6 2,6 6.5 4,6 0,6 0,2 0,05 2,0 2,8 1,6
0.2 2,0 3,7 5.1 2,4 2,1 0,1 1,7 2,0 5,2 1,8 1,1
72 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO Xll-B
SE b SE B Asp. • YP
(2) (3) (4) (2) (3) (4) (D (2) (3) (4) (1) (2) (3) (4)
44+ 7+ 6= 57 57 + 26+25= 88 26+18+11 r 2=57
42+11+13= 66 38+16+17= 71 29-1-19+14- - 6=68 82+24+10+ 6=122
31+ 6+ 7= 44 39+11+15= 65 22+10+12-U 4 = 48 85+36+14+ 6=141
39 8 9 56 38 18 19 75 26 16 12 4 58 84 50 12 6 132
10+ 8+ 6= 24 17+ 7+10= 34 10+ 3+ 4+ 3=20 47+22+ 2+ 3= 74
9+ 2+ -= 11 12 f 8+- 7= 27 9+ 2+ 7+ 4=22 45+32+ 6+ 1= 84
16+ 4+ 6= 26 20+ 9+ 2= 51 11+ 3+ 8+ -=22 41+16+ 9+ 7= 75
12 5 4 21 16 8 6 31 10 3 6 2 21 44+23+ 6 4 77
85+13+44=142 76+16+30=122 23+33-h20+ 4=80
93+11+22=126 109—21+24=154 28+27--22+ 3=80
90+16+28 = 134 101 +15 +-23= 139 22+26--16+ 7 = 71
89 13 31 133 95 17 26 138 24 29 19 5 77
44+10+17= 71 62+10+ 9= 81 18+17 -f- 5+ 2=42 241 -f 84+34+18=377
51+13+16= 80 54+ 7+17= 78 15+13+ 9+ 2=39 132+55 fl 1+11=209
58+11+16= 85 48 -f~14+14= 76 13+11+ 8+ 1=33 158+33+15^13=219
51 11 16 78 45 10 10 78 15 14 7 2 38 177 57 20 14 268
47+14+12= 73 72+14+20=106 31+17+ 4+ 1=53 129+66-1-17+33=245
57+17+35=109 60+16+18= 94 37 + 12-- 5+ 4=58 147+66 + 11+14=238
52+16+16= 84 78+15+12=105 30-fl8+ 6+ 1=55
52 16 21 89 70 15 17 102 33 16 5 2 55 138 66 14 24 242
29+ 4+12= 45 27+ 5+13= 45 21+ 9+ 8+ 2=40 76 +-28 + 3+ 5=112
26+ 8 f 4= 38 33+ 5+ 8= 46 21+ 3+ 3+ —=27 68+40-1-10+12=130
28+16+12= 56 37+10+ 9= 56 17 + 11 -t- 4+ 1=33 63+36+10+ 5=114
28 9 9 46 32 7 10 49 20 8 5 1 33 69 35 8 7 119
Contagens aos : (1) j. ; (2) 10 ; (3) 18 ; (*) 27 dias.
Valores de y2
2,5 3,2 4,4 0,05 1,5 3,7 1,0 3,3 3,1 3,4 0,05 0,9 1,6 1,4
2,2 2,6 6,3 2,0 1,7 0,8 0,2 0,4 0,7 0,3 0,4 3,0 3,5 1,0
0,4 0,4 1,0 6,0 6,6 3,7 1,0 0,7 1,4 0,7
1,9 1,8 1,3 1,8 1,1 0,2 0,9 2,1 0,9 1,1 36,6 51,9 64,0 66,6
1,0 1,3 7,6 2,4 1,7 0,9 0,8 0,01 0,01 0,3 1,2 0,8 0,3 0,1
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CD




Contagem Meio A B c A B c A B C A B c
I (15) (20) (17)
10 dias Asp. 0,8 6,9 1,1
II 15,5 20,5 17,5
10 dias Asp. 3,3 9,3 5,0
III 13 16 12
14 dias SE 5,5 12,5 5,7
» » Asp. 6,7 9,8 6,3
IV 10 14,5 10
13, 15 d. SE 3.7 12,4 10,8 5,1 14,9 13,3
13 dias Asp. 3,5 11,7 9,7
IV. A* 15,5 20 16
18 dias SE 12,5 31,7 16,6
10, 18 d. Asp. 3,3 9,7 5,7 4.0 10,0 6,2
V 11,5 18 13
21 dias SE 14,7 49,2 25,3
10 dias Asp. 5,0 12,7 5,5
VI 19,5 22 17
21 dias SE 17,7 55,0 21,1
30 dias Asp. 19,2 61,8 30,2
VII 15 20,5 15
12, 15, 21 d. SE 8,6 29,1 14,4 10,1 35,7 19,4 13,5 50,0 24,8
VIII 10,5 15 10,5
12, 30 dias SE 9,1 38,6 11,6 15,0 63,1 16,1
» *> » Asp. 9,6 92,2 17,9 11.6 106,3 22,3
IX 11,5 18.5 13,5
6, 12, 21 d. SE 5,0 22,7 7,7 7,6 34,6 11,4 9,3 48,4 16.0
6, 12 dias Asp. 6,1 22,7 6,3 8,3 41,5 11,4
U V D Y P 7,6 29,1 12,8 8,4 44,0 17,0
X 15 19 15.5
9 dias SE b 6,7 43,5 8,8
» » SE 6,2 50,4 16,6
» » Asp. 6,1 23,7 6,4
YP 6,8 42,5 16,1
XI 23 22,5 18,5
9, 14,34 d. SE b 8,4 40,0 19,5 12,8 57,1 26,2 17,0 79,0 32,4
u » » u SE 9,2 26,5 21,2 12,7 42,1 28,0 16,2 60,8 34,3
« » « Asp. 7,8 29,1 15,8 9,5 40,0 20,5 10,8 44,1 21,2
„ .. - », YP 12,0 65,5 29,4 14,5 78,0 33,3 15,2 84,1 34,6
XII 23,5 26,5 19
10, 18, 27 d. SE b 10,2 48,3 12,8 12,3 55,3 16,8 14,6 72,2 22,0
» » » » bh. 9,9 52,0 17,3 14,6 60,8 21,0 19,5 75,0 25,2
» » - » Asp. 11,0 28,8 12,1 14,1 30,9 12,8 15,1 41,8 13,8
o u » u Y P 29,8 254,7 50,4 33,0 276,4 53,8 34,5 291,7 60,0
XIII 18,5 24,5 17,5
8, 14. 24 d. SE b 12,5 50,0 33,2 16,9 71,0 43,6 22,7 89,0 50,7
U U V U SE 17,8 38,1 25,0 25,4 64,1 43,6 28,3 73,1 50,4
» » « >» Asp. 6,3 19,6 13,6 11,4 60,0 23,8 11,5 60,4 24,2
» » » » Y P 10,6 51,8 15,5 13,7 43,4 21,3 14,0 46,6 21,8
(*) Dados tirados de trabalho em preparação.
76 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO XV-A
Talhão A Placa A 3 —2
l.a contagem 9 d. 2 .a contagem 17 d. 3.a contagem 21 d.
3333434 A 2222233 A 0000202 a
» A 1212323 a » a
» A 0100100 a » a
» a 0001101 PA *> a
» a 0000212 PA 0000200 a
PF 0000202 B 0000101 a
3333533 A » a u PA
u A » a 0000002 a
M a » PA 0000013 * a
» -B » PA 0000011 # PA
2222222 B 0000101 a 0000001 * C
U A » a 0000000 * a
» PA » PA -
B PA 2222323 * a -
» C » PA -
0333333 A 0222222 * PA -
0002222 PA 2101011 * PA -
1111313 a 0000013 * PA -
0011313 S 0000000 * PA -
0001303 PA - -














ESTUDOS SOBRE BACTÉRIAS AUTÓCTONES E AMIBAS 77
QUADRO XV-B
Taihão B Placas BI-3 e BI-2
B 1 - 3 B 1 - 2



























































































































2.8 contagem 17 d.
l* colónias
3 * coi tagem 20 d.
5 colónias
78 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO XV-C
Talhão C Placas C3-1 e C3-3
C3-1 C 3-3
9 dias 17 dias 9 dias 17 dias
3353333 PF 3333333 a 3333434 A 3333333 —B
> » U a 3333333 A •> A
» A 2222222 a » A » A
» A 0202303 B U A » A
» A 0022212 a 1) A 2000212 A
3332333 A 0000202 PA 5313333 A 1133323 —B
2222222 PF 0000002 a 2233323 B 1122212 A
w » 0000001 G 2222222 PA 0003303 B
» a 0000101* PA » A 0000222 PA
0202202 PA - l> a 0000303 A
0100303 PA - » a 0000101 PA
0033303 S - 1111111 PA 1111222* a
0002202 a - 1111313 a 0000101 G
0001212 PA - 1010313 a 0000002* a
0000303 PA - 1122212 a 0000001 C
0000202 a - 1133313 B -
0000102 PA - 0000202 S -






ESTUDOS SOBRE BACTÉRIAS AUTÓCTONES E AMIBAS 79
QUADRO X V I - A
Talhão A Placa A3-3
1.* metade 2.* metade
9 dias 14. dias 29 dias 9 dias U dias 29 dias
3333434 A 0100303 PA 0000212 a 2222325 A 2222424 A 2222222 PA
3333403 A 0010202 C 0000202 a li A 0112203 PA 1122222 PA
3333333 a 0001202 a 0000303 C » a 0010101 PA 1111313 C
3333333 B 0000201 a 0000001 PA » a 0002512 C 0122303 a
2333333 a 0000200 PA - 2222424 a 0000101 PA 1214414 PA
2222323 a 0000303 C - u A t> » 0112313 PA
2222323 a - - » > » » 1111404 A
2222423 a - - » » » a 0000201 PA2222424 A - - M > 0000100 C 0000101 PA
» a - M » 0000202 C 0000100 a
M A - u » » a 0000203 C
» » - u » » ci 0000213 a
» » D » l> A 0000303 a
u » 2222303 a 0000303 A 0000001 C
V » 0222424 A » C _V
B
0202404 S 0000404 S _0333333 0202404 A 0000100 c _0222424 a 0202212 a _ _0222402 a 1212313 A - _1101313 A 0003303 PA
0101303 B 1111212 PA
0000201 PA 1111313 PA
0000202 PA 0000202 PA
0000303 PA 0000201 PA
0000000 C
80 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO XV l-B
Talhão B Placa B2 - 3
1.» metade 2.* metade
9 dias 14 dias 27 dias 9 dias 14 dias 27 dias
3333333 — B 2233313 PA 2222424 B 3333434 A 2222424 A 0303533 PA
» — B 2221212 PA 1122323 PA 3333353 — B 0010313 C 0001313 A
» A 1111212 PA 1111315 PA » PF 0000222 C 0000300 a
» a 0000303 PA 0000503 PA 2323323 A 0000304 C 0000200 a
» a 0000301 a 0000212 PA 2222323 a 0000303 C 0000100 c
o PF 0000202 G 0000112 PA * a 0000202 PA 0000303 a
3335404 — B 0000101 PA 0000212 a 2222322 B > —B 0000201 a
2222323 A 0000101 a 0000111 PA 2222312 PP » a 0000101 PA
2222323 A - 0000003 a 2222222 PA 0000101 PA » PA
2222222 PA - 0000001 a 0222202 B - » c
0222523 — B - - 1122424 S 0000003 PA
» -B - - 1111414 a -0222212 A - - 0011303 a -0353303 S - - 1000323 C -0312325 PA - 0001303 PA -0022202 PA - 0000303 Pa -0111313 PA - » a —0000513 PA » G -
0000202 PA » PA
0000202 a 0000202 — B
0000111 a 0000201 PA
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82 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO X V 111 - A
Comportamento de 2 amibes em relação a bactérias do talhão A
Bactérias 
da 1.* contagem
Amiba 4 Amiba H Bactériasda 2.* e 3.* contagens
Amiba 4 Amiba H
R. nutricional Morf. 5 dias 6 dias 3 dias 6 dias R. nutricional Morf. 3 dias 6 dias 3 dias 6 dias
3333333 a * C C C 2222424 A C C C C
2222323 a à C C C 1214414 a f C C C
» A 1 C C C 0000404 S - - - -
» a - - - - 0112313 PA - - - -
» a C C c c 0002312 C - - - -
2222444 A c c c c 1111313 C C C í c
» a c c c c 0122303 a - - - -
» A 34 c c c 0000213 a 1 c i c
» A c c c c 0000212 a c i c
» a f c 1 c 0112203 PA - - - -
X» A i c í c 1122222 PA ~ - - -
» A f c c c 0000503 C t c i c
» A 1 c s c » C * c I c
» A 1 c c c » C § c § c
» A f c c c D C - - - -
» A
i
c c c 0100303 PA - - - -
2222303 a - - - - 0001202 a - - - -
0333533 B * c c c 0000202 C - - - -
0222424 a è c i c » a - - - -
0222402 a c c c » a - - - -
0222424 a f c * c 0010101 PA - - - -
0202404 S - - - - 0000101 a
í
c 1 c
0202212 a - - - - » PA - - - -
0000303 PA - - - - 0000100
C - - - -
1101313 A I c 1 c
1111313 PA - - - -
0000202 PA "
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QUADRO XVIII-B
Comportamento de 2 amibas em relação a bactérias do talhão B
Bactéria da l.a contagem Amiba 4 Amiba H Bactérias da 2.* e 3.a 
contagens
Amiba 4 Amiba H
R. nutricional Morf. 3 dias 6 dias 3 dias 6 dias R nutricional Morf. 3 dias 6 dias 3 dias 6 dias
5553434 A
h C h C 2222424 B C C C C
5553404 B § C 1 C 2221212 PA - - - -
5333333 A i C
i C 1122323 PA - - - -
» B i C
i C 1111313 PA - - - -
» B i C
h C 1111212 PA - - - -
2222222 PA - - - 0000303 PA - - f c
» PA - - è | » PA - - - -
1111414 a f c c c a - - C c
0222523 B c c c c 0000202 C - - - -
» B c c c c »
B - - - -
0222212 a - - - - » a - - - -
0022202 PA - - - - 0000200 a - - - -
» li - - - - 0000101 C - - - -
0011505 a h c I c 0000001 PA h C c c
0111313 PA à í h t
0000503 a i c h c
» PA - - è c
0000202 PA - - - -
0000201 C — — "
ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA81
QUADRO XIX
Comportamento de 5 amibas em relação a proectinomicefas
Proactinomicetas Amibas
Espécie Raça n.° R. nutricional 1 4 8 H z
P. paraffinae 1 2223424 __ i _ è i
2 0222305 i f - c c
3 2222222 è è c c
4 2222404 i § è í i
P. salmonicolor 5 2222454 _ _ _
6 2222222 i i h c
í
7 2222323 - - -
8 5333333 - - - -
9 2222222 c c
i
c è
10 3333333 - - - -
11 3333333 - - - - -
P. citreus 12 3333335 \ c - c c





15 0020202 - è - c c
16 1111313 c - - c I
17 1111302 c - - c c
18 1222404 c - c c
P. caprae 19 2222323 - - - - -
P. asteroides 20 2222222 - _ - _ _
21 2222222 - - - - -
P. opacus 22 3333335 - - _ - _
23 3333335 - - - - -
24 5333555 - - - - -
25 2222323 — - - -
P. ruber 26 2222222 _ _ _ _
27 0212323 - - - - -
28 1233404 — • — - -
P. lacticola 29 2222315 - - - - -
P. farcinicus 30 0112213 _ _ _ __
31 1212313 - - - - -
32 2353323 c c i c c
33 3333333 c c
í
c c
Não identificados 34 2222323 _ _ _ _
35 2222222 - - - - -
36 0333303 c c è c c
37 3333553 c c
i
c è
38 3535335 c c
i
c c





B AG SY P(‘) B A G
(D
\G Y S SY B A
(2)
G AG Y S SY
l 3 4 0 AG 2 4 2 4 2 5 3 4 4 4 4 2 4 4
5 4 3 4 SY 5 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
» ** » o AG U 0 U 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
2 U 3 SY 5 3 5 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4
5 0 0 4 SY 1 2 2 0 3 5 3 2 2 2 2 3 3 3
0 2 2 2 SY 0 U 0 0 2 2 2 0 2 0 2 2 2 2
7 0 0 4 SY 0 0 0 0 2 2 2 0 0 0 0 2 2 2
9 1 0 1 SY 0 0 U 0 2 1 2 1 0 0 0 2 1 2
10 2 3 0 AG 0 1 0 0 2 3 3 2 2 0 0 4 4 4
11 2 2 2 SY 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 3 3 3
» »> )) » AG 1 2 0 2 0 2 2 3 5 0 3 1 3 3
12 0 0 3 SY 0 0 0 0 1 2 1 1 1 2 2 1 2 1
13 3 0 3 SY 0 1 1 2 2 2 2 2 3 2 5 3 3 3
14 0 0 2 SY 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1
15 2 1 3 SY 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 2 2 2
» )) » Au 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 3 2 3
18 3 0 4 SY 2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 2 2 4 2
19 3 0 4 SY 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
22 0 0 1 SY 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1
27 0 0 2 SY 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1
(*) F — proveniência do inoculo.
(1) 3 dias da incubação. (2) 5 dias da incubação.
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QUADRO X X I -A
A B C
4444444 (X 9) 4444444 (X4) 4444444 (X5)







































P(*) 5 dias 10 dias
5224334 B 3413435 4423433
0442422 A 0200122 0200222
0400211 A 4423422 4414433
0400420 A 2435444 1433434
2041042 G 4444444 4444444
3240444 G 3330400 3330422
0140422 G 0400411 0400421
0222402 G 0J00400 0000422
0134444 G 0020434 0030434
0002400 Y 0000400 0000400
2200400 Y 3304404 3304434
0000022 S 0000000 0000010
0000404 SY 0000301 0000502
0000034 SY 4444434 4444434
4444234 B 4453434 4.444434
0040402 G 0000000 0000400
0044404 G 0000400 0000400
0004000 AG 0300000 0400210
1122424 Y 0000400 0000400
0000402 Y 0020400 0020400
0100400 Y 0200300 0200400
1122424 Y 0000400 0100411
2230403 Y 0000400 0100400
0000024 SY 0000400 0000400
4442434 B 2444434 4444434
4442444 B 3203402 3233414
4444404 B 3424444 , 4444444
0400433 A 0422413 1422423
0440420 A 3421430 3433430
2244423 G 3422434 4434434
2243424 G 0000401 0120401
3343433 G 0200302 0300422
1244414 G 3322325 4323424
0044322 G 0244323 0444423
0044432 G 1133434 1133424
1111414 Y 0413434 0414422
0100434 Y 0011322 0022423
0100403 Y 0000200 0000201
0200400 Y 0200212 0221222
0200402 Y 0000400 0000402
0140401 Y 0420412 0450422
0000420 Y 0000200 0000400
0000100 Y 0200100 0200100
0000023 SY 0000302 0000300
(*) P — proveniência do inoculo.
83 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA
QUADRO XXII
Marcha da oxidação do SOi (NH.j)2 por culluras mistas 
Nitratos e nitritos. expressos em f/cm3
Cult. ni.
n.°
Dias de amostragem para análise (1")
1 4 8 is 21 25 27 29 32 39
1 4 4 4 4 4 7 9 6(*) (0) 12 (4) 35 (11)
2 4 4 4 4 5 6 9 7 (D 12 (6) 25 (18)
3 4 4 4 4 15 24 35 27 (1) 43 (0) 36 (0)
4 4 4 4 4 5 10 11 8 (0) 14 (4) 25 (18)
3 4 4 4 4 9 10 10 8 (5) 21(16) 26 (15)
6 4 4 4 4 11 10 10 7 (0) 13 (2) 23 (16)
(j) Contados do dia da inoculação. (•) Nitratos -f- nitritos ; nitritos entre parênteses.
QUADRO X X 11 - A
A (1:100.000) C (1:100-000) B (1:100.000)
2 dias 4 dias 2 dias 4 dias 2 dias 4 dias
45 98 (46 9 43) 60 92 (53 11 48) 60 131 (50 13 88)
46 86 (41 13 32) 56 83 (54 12 37) 51 126 (43 9 74)
44 81 (34 10 37) 61 141 (42 27 72) 64 122 (44 15 63)
45 88 59 105 58 126
50 62 (46 7 9) 83 93 (46 16 31) 77 79 (39 20 20)
53 53 (30 17 6) 100 129 (66 18 45) 88 104 (43 20 41)61 61 (39 19 3) 91 111 (62 10 39) 70 75 (46 16 13)
55 59 91 111 78 86
30 34 (17 5 12) 44 68 (39 11 18) 27 46 (22 22 12)
23 33 (24 3 6) 33 42 (30 4 8) 24 66 (30 10 26)
13 22 (15 3 4) 23 43 (21 6 16) 18 34 (18 4 12)
22 30 33 51 23 49
Números entre parênteses representando colónias regulares, pequenas e «ponta de alfinete».
